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Processos de diversificação biológica geram padrões de diversidade genética, sejam eles 
processos neutrais biogeográficos (p.ex. vicariância e dispersão) ou populacionais (p.ex. 
flutuações demográficas) ou processos adaptativos intermediados por seleção natural (p.ex. 
seleção ao longo de gradientes ecológicos). Realizamos no presente trabalho um estudo da 
diversidade ecológica e filogeográfica de um anfíbio com ampla distribuição sub-tropical e 
que ocorre em três biomas diferentes. Primeiro, utilizamos análises multivariadas para testar 
se componentes do nicho bioclimático de H.pulchellus indicam divergência ou conservação 
de nicho relativamente a um gradiente ecológico espacialmente autocorrelacionado. Segundo, 
utilizamos modelos de distribuição geográfica do presente e extrapolamos para um cenário do 
ultimo máximo glacial (aprox. 21 mil anos atrás) com o objetivo de prever se a distribuição 
geográfica de H.pulchellus teria sido afetada durante as flutuações climáticas ocorridas no 
pleistoceno. Terceiro, realizamos análises filogenéticas usando métodos de Máxima 
Parcimônia e Máxima Verossimilhança para verificar se existem linhagens evolutivas 
independentes dentro da espécie H.pulchellus, e se essas linhagens putativas estariam 
relacionadas aos biomas onde a espécie ocorre. Quarto, para analisar se as populações de 
H.pulchellus estariam geograficamente estruturadas, e em associação com os biomas Pampa e 
Mata Atlântica, utilizamos uma analise bayesiana que não usa grupos definidos a priori bem 
como uma analise de variância molecular. Quinto, usamos testes baseados em estatísticas 
sumárias de diversidade genética com o intuito de examinar a hipótese de que as populações 
de H.pulchellus sofreram flutuações demográficas de formas distintas em cada um dos biomas 
Pampa e Mata Atlântica. Análises multivariadas revelaram que o nicho bioclimático ocupado 
pela espécie é diferente em cada bioma e que provavelmente as diferenças de nicho 
bioclimático poderiam estar associadas a divergência ecológica entre populações de cada 
bioma. Um modelo de paleodistribuição da espécie (último máximo glacial, há 21 mil anos 
atrás) sugere estabilidade em toda a área de ocorrência da espécie, indicando que as flutuações 
climáticas pleistocênicas não teriam influenciado processos de vicariância entre populações 
de H.pulchellus. As análises filogenéticas utilizando fragmentos de DNA de um gene 
mitocondrial (Citocromo Oxidase I) e de um gene nuclear (βfibrinogênio) sugerem a ausência 
de linhagens evolutivas independentes dentro de H.pulchellus. No entanto, a rede de 
haplótipos do DNA mitocondrial mostrou que a presença de haplótipos muito divergentes em 
regiões altas do bioma Mata Atlântica, no Rio Grande do Sul, enquanto que a grande parte das 
localidades em regiões baixas dentro de toda a distribuição da espécie apresentou uma 
diversidade genética mitocondrial de haplótipos pouco divergentes e raros. Análises de 
variância molecular não indicaram estrutura filogeográfica, mas uma análise bayesiana de 
estrutura populacional, em ambos os fragmentos de DNA, indicou a presença de um grupo 
geográfico representado principalmente por localidades de regiões altas do bioma Mata 
Atlântica. Pelo menos um dos testes de flutuação demográfica (teste Fs de Fu) sugeriu que 
localidades do Pampa poderão ter sofrido um processo de expansão demográfica, e que 











ABSTRACT   
Biological diversification generates patterns of genetic diversity, be it driven by neutral 
biogeographic (variance and dispersal) or populational (demographic fluctuation) or even 
adaptive processes mediated by natural selection (e.g., selection along ecological gradients). 
We undertook a study on the ecological and phylogeographical diversity of an amphibian 
widespread in the the subtropics of South America that occurs in three distinct biomes. 
Firstly, we used multivariate analyses to test if bioclimatic niche components of H.pulchellus 
indicated niche divergence or conservatism along a spatially autocorrelated ecological 
gradient. Secondly, we used present day species distribution models to make projections of 
the impact of Pleistocene climatic fluctuations (specifically, the last glacial maximum, 21K 
years ago) on the geographic range of H.pulchellus. Thirdly, we performed phylogenetic 
analyses using maximum parsimony and maximum likelihood methods to check if multiple 
independent lineages existed within the species H. pulchellus, and if those would be 
geographically associated with distinct biomes across the species range. Fourthly, we looked 
for biome associated geographic population structure within H.pulchellus, both with a 
bayesian analysis and a traditional analysis of molecular variance, respectively, without and 
with a priori defined groups. Fifthly, we used tests based on summary statistics to examine the 
hypothesis that populations of H.pulchellus of distinct biomes had distinct demographic 
histories. Multivariate analyses showed that the species bioclimatic niche is distinct in each 
biome which may suggest some degree of ecological divergence between populations in each 
region. The species paleodistribution projection (LGM) suggests species range stability, i.e., 
that Pleistocene climatic fluctuations did not drive diversification within H.pulchellus. 
Phylogenetic analyses of mitochondrial and nuclear DNA gene fragments did not uncover 
evolutionarily independ at lineages within H. pulchellus. A contrasting patterns was however 
apparent for mtDNA where divergente haplotypes were more commonly observed in regions 
of high altitude in the Atlantic forest, at Rio Grande do Sul, while most sites in lowland 
regions throughout the species range showed an excess of less divergent and rarer haplotypes. 
Analyses of molecular variance did not uncover phylogeographic structure associated with the 
Atlantic forest and the Pampa biomes, but bayesian inference of population structure, for both 
mtDNA and nDNA, consistently uncovered a geographic group of localities of the highlands 
of the Atlantic forest that tends to be genetically distinct from neighboring regions. Finally, 
one test of demographic fluctuation vs. stability (Fu’s Fs) showed that populations in the 
Pampa region may have experienced demographic expansion while those in the Atlantic 
















Os avanços do conhecimento permitem ter cada vez maior certeza de que vivemos em 
um mundo hierárquico, que pode ser equiparado a um edifício alto. Quando se olha do topo 
do edifício, observa-se pessoas caminhando na calçada. Mas, olhando para baixo do andar 
térreo para a mesma calçada, se notará que na verdade cada pessoa que passa por ali tem uma 
diversidade de características que a distingue de umas e a assemelha a outras. Seria como 
quando olhamos para um sapo a olho nu e percebemos que ele possui um padrão uniforme de 
cor e de glândulas na pele tal como em outros indivíduos da mesma população. No entanto, se 
usarmos uma lupa veríamos que há uma diversidade de formas e tipos de glândulas que estão 
distribuídas de uma maneira distinta, o que poderia mudar a percepção de um pesquisador 
sobre as relações de parentesco dentro da espécie. Desse modo, podemos imaginar que 
também há uma hierarquia relativamente à biodiversidade. E que consequentemente podemos 
acessar a biodiversidade de diversas formas, seja essa diversidade observada ao nível de 
espécies, de nutrientes disponíveis no solo, de comportamentos sexuais, diversidade 
morfológica, genética, de tipos de reprodução, de interações animal-planta, etc.  
Processos de diversificação biológica geram padrões de diversidade genética, sejam 
eles processos neutrais biogeográficos (p.ex. vicariância e dispersão) ou populacionais (p.ex. 
flutuações demográficas) ou processos adaptativos intermediados por seleção natural (p.ex. 
seleção ao longo de gradientes ecológicos). Ambos os processos podem ocorrer em escalas e 
tempos distintos dentro das populações e das espécies. Como uma parte importante de um 
todo, a diversidade genética agrega mais informação sobre processos ecológicos e evolutivos. 
Por meio do acesso à diversidade genética pode-se fazer inferências sobre processos que 
ocorreram no passado e que deixaram marcas no DNA de populações atuais. Por exemplo, 
flutuações climáticas impactaram espécies de formas distintas em diferentes regiões 
biogeográficas da América do Sul, deixando assinaturas diversas na sua diversidade genética 
(Costa, 2003; Aleixo, 2006; Carnaval et al., 2009; Lorenz-Lemke et al., 2010; Thomé et al., 
2010; Pinheiro et al., 2011; Amaro et al., 2012; Fregonezi et al., 2013; Mapelli et al., 2012).  
Um componente importante da história natural das populações, e que inclui por 
definição tanto processos neutrais como seletivos, é o nicho ecológico das espécies. Conceitos 
distintos de nicho ecológico podem tratar de processos ecológicos e evolutivos em diferentes 
escalas. Grinell (1917) propôs que o nicho seria um espaço ambiental ocupado pela espécie 
com todas as condições favoráveis à sua existência. Elton (1927) apresentou o nicho como 
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algo funcional, ou seja, o papel de uma espécie na cadeia alimentar, analisando tanto o 
impacto sofrido pela espécie, quanto o que ela poderia causar ao meio. Hutchinson (1944) 
sugeriu uma revisão desses conceitos redefinindo o termo nicho como a soma de todos os 
fatores ambientais (bióticos e abióticos) que atuam sobre o organismo, que ele chamou de 
hipervolume n-dimensional. A escolha de um conceito irá depender da pergunta ecológica 
e/ou evolutiva que interesse responder, bem como a escala geográfica e os tipos de dados com 
que se pode trabalhar em uma dada área de pesquisa (Soberón; Peterson, 2005; Soberón, 
2007; Alvarado-Serrano; Knowles, in press). Por exemplo, para uma espécie com ampla 
distribuição geográfica seria mais adequado usar o conceito de nicho de Grinell (espaço 
ambiental) ou mesmo, um componente do espaço de nicho sugerido por Hutchinson, um 
hipervolume com “n” dimensões de apenas componentes abióticos. Processos biogeográficos 
(vicariantes ou de dispersão) e evolutivos (migração, deriva genética, seleção natural) poderão 
ser mais determinantes em regiões biogeográficas extensas (p.ex. ao longo de diferentes 
biomas onde uma espécie ocorre) uma vez que as condições abióticas podem mudar tanto no 
tempo (p.ex. flutuações climáticas durante o pleistoceno; Carnaval et al., 2009; Lorenz-Lemke 
et al., 2010; Thomé et al., 2010; Fregonezi et al., 2013;) quanto no espaço (p.ex. 
fitofisionomias, temperatura e pluviosidade dentro e entre os biomas, os gradientes de 
altitude, etc (Aleixo, 2006; Rodrigues et al., 2009; Bell et al., 2010; Mccormack et al., 2010; 
Cadena et al., 2011; Amaro et al., 2012). 
A distribuição geográfica de uma espécie pode trazer informações sobre o nicho 
ecológico ocupado por ela, bem como, dar indícios sobre os processos que moldaram a 
história evolutiva e ecológica das populações (Pulliam, 2000; Soberón; Peterson, 2005; 
Soberón, 2007; Lomolino et al., 2010; Soberón, 2010). Uma abordagem que pode basear-se 
no conceito de nicho de Grinell e Hutchinson, ou seja, nas condições ambientais, para propor 
hipóteses de diversificação ecológica e/ou evolutiva é a modelagem de nicho ecológico 
(Graham et al., 2004; Richards et al., 2007; Soberón, 2007; Phillips, 2008; Alvarado-Serrano; 
Knowles, in press). Os modelos de nicho ecológico utilizam informações de dados ambientais 
disponibilizados em uma base de dados digital (Worldclim, Hijmans et al., 2005), oriundos de 
camadas de sistemas de informação geográfica (SIG), juntamente com dados de distribuição 
das espécies. Usam uma linguagem computacional característica, i.e. algoritmos (Maxent, 
Phillips et al., 2006), e trabalham principalmente com dados de presença da ocorrência de 
espécies. Basicamente, com base nos dados de presença da espécie e em mapas bioclimáticos 
(espaço ambiental), os algoritmos procuram regiões de climas semelhantes aos obtidos pelos 
dados de ocorrência da espécie, no espaço geográfico que se quer explorar. Há uma extensa 
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literatura que aborda detalhadamente a teoria por trás dos modelos de nicho ecológico bem 
como algumas precauções que devem ser consideradas para usar este tipo de abordagem em 
diversas áreas dentro da ecologia e evolução (Elith et al., 2006, 2010, 2011; Guisan; Thuiller, 
2005; Lobo et al., 2008; Phillips et al., 2009). 
Recentemente, Alvarado-Serrano e Knowles (in press) fizeram uma revisão tratando 
sobre aplicações, avanços e precauções na utilização de modelos de nicho ecológico em 
estudos filogeográficos. Uma das aplicações citadas por esses autores combina dados de 
distribuição geográfica com dados ambientais de linhagens evolutivas para gerar hipóteses 
sobre possíveis processos neutrais ou de seleção natural que podem ocorrer ao nível 
populacional (Graham et al., 2004). Graham et al., sugerem cinco cenários de processos de 
diversificação que podem ser propostos e posteriormente testados filogeneticamente (Figura 
1), principalmente no caso de espécies com ampla distribuição geográfica. 
 
Figura 1: Mecanismos de especiação previstos utilizando dados de espaço geográfico e ambiental com 
linhagens ou espécies irmãs. Modificado de Graham et al., 2004. 
Mccormack et al., (2010) apresentaram uma forma de testar explicitamente os cenários 
propostos pelo “modelo” de Graham et al., (2004). Mccormack e colaboradores seguem a 
premissa de que os gradientes ecológicos ao longo da distribuição das linhagens são 
importantes para promover diversificação. Por meio de modelos de nicho ecológico e análises 
de componentes principais, onde cada componente seria um eixo no nicho ecológico de uma 
linhagem evolutiva, testaram se os nichos das linhagens sofreram divergência ou se 
conservaram tomando em consideração a divergência de fundo, no texto original “background 
environment” (mais detalhes em Materiais e Métodos). Com base no “modelo” de Graham et 
al., (2004), bem como nos testes espacialmente explícitos de Mccormack et al., (2010), é 
possível usar estudos filogeográficos para procurar associações e congruências, e 
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desejavelmente testar hipóteses relativamente a processos ecológicos e evolutivos que 
deixaram assinaturas na diversidade genética das populações e das espécies (Avise, 2000). 
Os estudos filogeográficos são ainda nascentes na região neotropical, mas já existem 
bons exemplos de trabalhos examinando os processos evolutivos que determinaram a 
diversificação biológica em biomas neotropicais, como no caso da Mata Atlântica do Brasil 
(e.g., Graziottin et al., 2006; Cabanne et al., 2007; Carnaval et al., 2009; Brunes et al., 2010; 
Thomé et al., 2010). Trabalhos recentes sobre processos de diversificação biológica na Mata 
Atlântica têm discutido principalmente se hipóteses de refúgios pleistocênicos de mata, 
associados a flutuações climáticas do Quaternário, justificariam padrões de diversidade 
genética observados na Mata Atlântica (e.g., Carnaval et al. 2009), ou se outros processos 
terão sido igualmente importantes para essa diversificação biológica (e.g., Thomé et al. 2010). 
No entanto, são raros os estudos filogeográficos de espécies com distribuição inteiramente 
sub-tropical (e.g., Lorenz-Lemke et al., 2010; Fregonezi et al., 2013; Mapelli et al., 2012), 
sendo praticamente desconhecidos os processos que determinaram a diversidade biológica em 
vastas regiões do sul da América do Sul. Ao que parece não há um padrão de diversidade bem 
definido no Pampa como aquele encontrado na Mata Atlântica Norte-Sul (Pellegrino et al., 
2005; Carnaval et al., 2009; Grazziotin et al., 2006). 
O trabalho aqui apresentado pretende contribuir para essa lacuna do conhecimento 
utilizando para isso uma espécie de anfíbio com distribuição sub-tropical. A perereca 
Hypsiboas pulchellus (Duméril; Bibrón, 1843) faz parte do grupo de espécies Hypsiboas 
pulchellus, um dos sete grupos incluídos no gênero Hypsiboas Wagler, 1830 (Frost, 2011). A 
espécie é amplamente distribuída no sul da América do Sul (Figura 2), e suas populações 
ocorrem em regiões biogeográficas distintas (Morrone 2006) que aqui chamaremos de 
biomas. A maior parte das populações de H.pulchellus ocorre no bioma Pampa e em menor 




Figura 2: Mapa da distribuição geográfica da espécie Hypsiboas pulchellus (pontos vermelhos) mostrando 
os três biomas onde ela ocorre. Azul – bioma Chaco; Amarelo – bioma Pampa; Verde – bioma Mata 
Atlântica. 
 
Mais precisamente H.pulchellus ocorre na parte oriental da Argentina, nos 
departamentos de Misiones, Chaco, Buenos Aires, Córdoba, Corrientes, Entre Ríos, La 
Pampa e Santa Fé, em altitudes que variam de 0 a 1250 metros acima do nível do mar (Salas 
et al. 1998, Garcia et al., 2007; IUCN, 2001). A espécie ocorre ainda em todo o território do 
Uruguai (Maneyro; Langone 2001; Nuñes et al., 2004), e no sul do Paraguai (Itapúa e 
Misiones; Brusquetti; Lavilla 2006). No Brasil, H. pulchellus ocorre em quase todo o estado 
do Rio Grande do Sul, e nas áreas de planalto e de restinga do estado de Santa Catarina, não 
havendo registros para áreas de Floresta Ombrófila Densa (Teixeira et al., 1986; Borges-
Martins et al., 2007; Garcia et al., 2007; P.C.A. Garcia, observação pessoal). 
As pererecas da espécie H. pulchellus possuem um comprimento rostro-cloacal que 
varia entre 33 e 55 mm, e apresentam um padrão de coloração dorsal muito variado, indo do 
verde claro até o pardo canela, às vezes com algumas manchas escuras (Barrio, 1965; Kwet 
et., 2010). A espécie parece ter ampla plasticidade ambiental, mas habitando 
preferencialmente áreas abertas, podendo ocorrer também em locais antropizados (Achaval; 
Olmos, 2007; Kwet et al., 2010; IUCN, 2011). Reproduz-se em ambientes aquáticos 
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permanentes, semi-permanentes, temporários, banhados, arrozais, ou em pequenos córregos 
em área aberta (Langone, 1994; Achaval; Olmos, 2007; Rodrigues et al., 2008; Kwet et al., 
2010). 
Uma análise filogenética molecular publicada por Faivovich et al., (2004) mostra que 
populações de Hypsiboas pulchellus da Argentina formam um grupo monofilético, tendo 
como grupo irmão populações de Hypsiboas cordobae das serras altas do centro da Argentina 
(Figura 3). A hipótese filogenética de Faivovich et al., (2004) permite discutir algumas 
hipóteses biogeográficas para este clado.  Por ter variação intra populacional no padrão de 
coloração dorsal, bem como ocorrer em uma variação altitudinal extrema, alguns autores já 
propuseram analisar mais detalhadamente a diversidade das populações de H.pulchellus para 
examinar a possibilidade de se tratar de um complexo de espécies (Faivovich et al., 2004; 
Baraquet et al., 2007). 
 
Figura 3: Filogenia proposta por Faivovich et al., (2004). O polígono em vermelho indica a monofilia 
das populações de Hypsiboas  pulchellus da Argentina. 
 
Barrio (1965) já havia notado algumas diferenças nos padrões de coloração entre as 
populações de H.pulchellus, sugerindo que espécimes oriundos do Rio Grande do Sul e 
Uruguai compartilham um padrão diferente das demais populações. O mesmo autor observou 
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que as populações de Sierra de La Ventana (Argentina) são geralmente maiores, e apresentam 
bandas laterais entrecortadas e desenho dorsal um pouco diferente das demais populações. 
Baraquetet al., (2007) analisaram o canto de duas populações da Argentina (Río Cuarto e 
Sierra de La Ventana) observaram variação geográfica no canto de H.pulchellus. Existem 
também indícios de diferenças na época de reprodução em diferentes populações na área de 
ocorrência da espécie. Salas et al., (1998) registrou no sul da província de Córdoba, 
Argentina, um padrão sazonal na atividade reprodutiva de H.pulchellus, ocorrendo entre os 
meses de outubro e maio, com pico no final do verão. Basso e Kehr (1992) realizaram um 
estudo populacional na região nordeste da província de Buenos Aires (Punta Lara, Argentina) 
e encontraram atividade reprodutiva desta espécie na maior parte do ano. No Uruguai, esta 
espécie de hilídeo reproduz-se durante o ano todo com uma leve diminuição desta atividade 
nos meses mais frios ou secos (Langone, 1994; Achaval; Olmos, 2007). No estado do Rio 
Grande do Sul (Brasil), na região do Pampa, a reprodução desta espécie também dura o ano 
inteiro, inclusive nos meses mais frios (Santos et al., 2008; Kwet et al., 2010). No estado de 
Santa Catarina (Brasil), as populações do planalto normalmente se reproduzem mesmo nos 
meses mais frios do ano, em temperaturas em torno dos 5ºC, diferenciando-se das populações 
de baixada (restinga) que são mais ativas na época mais quente e chuvosa do ano, com 
temperaturas geralmente superiores a 15ºC (P.C.A. Garcia, observação pessoal). 
Baseado em todo o contexto apresentado anteriormente propõe-se que Hypsiboas 
pulchellus seja um modelo para se testar hipóteses de diversificação evolutiva. Processos 
neutrais associados à história biogeográfica e demográfica das populações de H.pulchellus 
poderiam ter determinado variação geográfica na espécie. Flutuações climáticas ocorridas no 
Quaternário a partir do último máximo glacial (aprox. 21 mil anos atrás) (Carnaval et al., 
2009; Lorenz-Lemke et al., 2010; Thomé et al., 2010) poderiam ter influenciado a história das 
populações da espécie de formas distintas em cada bioma. Por exemplo, espécies com 
distribuição exclusivamente na Mata Atlântica apresentam um padrão de maior diversidade 
genética ao norte do sudeste do Brasil, e com as populações do sul da Mata Atlântica 
apresentando menor diversidade genética, indicando que as áreas no sul foram colonizadas 
recentemente durante o Holoceno (Carnaval; Moritz, 2008; Carnaval et al., 2009). Por ocorrer 
em dois biomas distintos, não é previsível que a história biogeográfica de H.pulchellus se 
enquadre na hipótese de refúgios de Mata Atlântica de Carnaval e Moritz (2008). Por outro 
lado, por ser uma espécie que ocupa ambientes de áreas abertas tanto no Pampa quanto na 
Mata Atlântica, o padrão de diversidade genética encontrado dentro de H.pulchellus poderia 
seguir um caminho oposto ao de espécies exclusivamente de ambientes florestados (Lorenz-
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Lemke et al., 2010; Fregonezi et al., 2013). Neste caso, durante períodos mais frios e secos, 
com o aumento de extensão de áreas abertas no sul da América do Sul (Behling, 2002), as 
populações teriam expandido sua distribuição para áreas hoje pertencentes ao bioma Mata 
Atlântica. Dessa forma seria esperado encontrar maior diversidade genética no bioma Pampa 
do que no bioma Mata Atlântica, sendo que no primeiro as populações se manteriam estáveis 
mantendo fluxo gênico ao acaso, e na Mata Atlântica haveria menor diversidade genética 
associada a efeito fundador por exemplo, seria de esperar redes de haplótipos em forma de 
estrela, i.e. um único haplótipo com alta frequência nas populações, ligado a haplótipos raros 
e pouco divergentes. Por outro lado, as flutuações demográficas poderiam ter ocorrido de 
forma menos drástica no bioma Mata Atlântica em relação ao bioma Pampa durante as 
flutuações climáticas do quaternário, já que o clima em latitudes menores deverá ter sido 
menos afetado que em regiões de latitudes mais elevadas. Adicionalmente, como os 
ambientes de área aberta dentro do bioma Mata Atlântica estão rodeados de mata ombrófila, o 
clima poderia ter sido mais estável em relação aos ambientes de área aberta característicos do 
Pampa (ver discussão relevante em Vanzolini e Williams, 1981). A vicariância seria outro 
tipo de processo biogeográfico neutral que poderia ter gerado diferentes linhagens dentro de 
H.pulchellus (Lomolino et al., 2010). Um evento vicariante causaria a separação entre as 
populações distribuídas em cada um dos dois biomas (Pampa e Mata Atlântica) e 
consequentemente interromperia o fluxo gênico entre as populações de H. pulchellus, 
favorecendo assim a diversificação de linhagens e a variação geográfica que se observa 
atualmente dentro da espécie. Dessa forma, pressupondo processos neutrais biogeográficos 
(vicariância e dispersão) e genéticos (deriva genética) determinados pelas flutuações 
climáticas do Quaternário, esperamos que as populações sejam geneticamente distintas entre 
os biomas Mata Atlântica e Pampa. 
O presente trabalho começará explorando dados ambientais extraídos de mapas de 
dados bioclimáticos disponíveis na base de dados online Worldclim (Hijmans et al., 2005) 
para testar se o nicho bioclimático das populações de H.pulchellus que estão nos biomas Mata 
Atlântica e Pampa são divergentes ou conservados ao longo de sua distribuição geográfica. 
Faremos essa analise utilizando componentes principais como eixos do nicho de H.pulchellus 
e testaremos se cada eixo representativo do nicho divergiu ou se manteve conservado em 
relação ao espaço ambiental de fundo e espacialmente autocorrelacionado. Posteriormente, 
com os mesmos dados bioclimáticos produziremos modelos de distribuição geográfica do 
presente e extrapolaremos para um cenário do ultimo máximo glacial (aprox. 21 mil anos 
atrás) com o objetivo de analisar se a distribuição geográfica de H.pulchellus teria sido ou não 
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afetada durante as flutuações climáticas ocorridas no pleistoceno. Por meio desses dados, que 
trazem informações sobre a ecologia da espécie, proporemos hipóteses explícitas que serão 
testadas por meio de uma análise filogeográfica. Serão realizadas inferências filogenéticas 
usando métodos de Máxima Parcimônia e Máxima Verossimilhança para verificar se existem 
linhagens evolutivas distintas dentro da espécie H.pulchellus, e se essas linhagens putativas 
estariam relacionadas aos biomas onde a espécie ocorre. Para analisar se as populações de 
H.pulchellus estariam geograficamente estruturadas, e em associação com os biomas Pampa e 
Mata Atlântica, utilizaremos uma analise bayesiana que não usa grupos definidos a priori bem 
como uma analise de variância molecular (AMOVA). Por fim,utilizaremos os testes baseados 
em estatísticas sumárias de diversidade genética com o intuito de examinar a hipótese de que 
as populações de H.pulchellus sofreram flutuações demográficas de formas distintas, em cada 
um dos biomas Pampa e Mata Atlântica. A estrutura do texto da dissertação segue a linha de 
























2Materiais e Métodos 
 
2.1 Amostragem para obtenção de material genético 
As coletas referentes às localidades e respectivo material genético da espécie 
Hypsiboas pulchellus foram realizadas em duas etapas. A primeira etapa ocorreu no estado de 
Santa Catarina e iniciou-se no dia nove de setembro de 2011 e encerrou-se no dia 11 de 
setembro de 2011. As cidades onde foram realizadas as coletas são: Bom Jardim da Serra, 
Água Doce, Lebón Régis, Lages e Painel. No entanto, os únicos municípios que conseguimos 
coletar espécimes, foram Água Doce e Bom Jardim da Serra. 
A segunda etapa da coleta de populações da mesma espécie ocorreu em localidades 
dentro do estado do Rio Grande do Sul. O início das atividades deu-se no dia 21 de setembro 
de 2011, no município de Torres, encerrando-se no dia 10 de outubro do mesmo ano, na 
cidade de São Borja. As cidades por onde fizemos as buscas por indivíduos da espécie 
Hypsiboas pulchellus foram: Torres, Porto Alegre, Arambaré, Rio Grande, Jaguarão, Santana 
do Livramento, Alegrete, Santa Maria, Santa Cruz do Sul, Carazinho, Barracão, Frederico 
Westphalen e por último São Borja. Espécimes só não foram registrados nas cidades: 
Barracão e Frederico Westphalen. Ao todo, no estado do Rio Grande do Sul, obtiveram-se 
104 indivíduos.  
Todos os indivíduos e amostras coletados durante a campanha de campo foram 
depositados na Coleção de Anfíbios do Departamento de Zoologia da Universidade Estadual 
Paulista "Júlio de Mesquita Filho", campus de Rio Claro (CFBH). Para cobrir toda a 
distribuição da espécie Hypsiboas pulchellus, sequencias de DNA oriundas do Uruguai e 
Argentina, países onde essa espécie também ocorre, foram concedidas por meio de nossos 
colaboradores estrangeiros Raúl Maneyro (Uruguai), Diego Baldo e Julián Faivovich 
(Argentina). Essas amostras de terceiros foram disponibilizadas durante o XIIIº Congresso 
Argentino de Herpetologia (06 a 09/11/2012). 
 
2.2 Amostragem para a obtenção de pontos de presença da ocorrência de Hypsiboas 
pulchellus 
Os dados de pontos de presença da distribuição da espécie Hypsiboas pulchellus foram 
obtidos por meio de GPS Garmin Map 76CSX, na mesma época em que foi realizada a 
expedição para a coleta de material genético. Como esses pontos não cobriam toda a 
distribuição da espécie foram utilizados também pontos de coordenadas geográficas de 
coleções científicas (Coleção de Anfíbios e Répteis da PUC – RS e Coleção CFBH) bem 
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como dados oriundos de referências bibliográficas. Todas as coordenadas obtidas de coleções 
científicas e referência bibliográfica foram revisadas no programa Google Earth para 
confirmar se a localização do ponto coincidia com a distribuição conhecida da espécie em 
questão. 
 
2.3 Amplificação e sequenciamento de DNA 
Sequenciamos um fragmento de DNA do genoma mitocondrial e um do genoma 
nuclear. O marcador mitocondrial utilizado foi um fragmento de Citocromo oxidase 
subunidade I (COI) e o fragmento de DNA nuclear foi o gene β-fibrinogênio (βfib).  
Todo o DNA genômico foi extraído e purificado de amostras de tecido de fígado ou 
músculo, preservadas em etanol 100%, utilizando-se o kit QIAGEN® (Valencia, CA, USA), 
seguindo as instruções do fabricante. A amplificação dos genes foi realizada por meio de 
reações em cadeia de polimerase (PCR) utilizando “primers” específicos para cada gene. O 
fragmento de DNA mitocondrial Citocromo oxidase subunidade I (COI) foi amplificado com 
os “primers” AnF1 (F)(ACHAAYCAYAAAGAYATYGG) e AnR1 (R) 
(CCRAARAATCARAADARRTGTG) (M. L. Lyra, dados não publicados). O fragmento de 
DNA nuclear do gene β-fibrinogênio (βfib) foi amplificado com os “primers” Fib-b17U 
(GGAGAAAACAGGACAATGACAATTCAC) e Fib-b17L 
(TCCCCAGTAGTATCTGCCATTAGGGTT) (Prychitko; Moore, 1997). As condições das 
reações de PCR foram iguais para ambos os genes. As condições das amplificações foram: 
uma desnaturação a 94ºC por um minuto, 45 ciclos consistindo de 94ºC (1min) de 
desnaturação, 50ºC (1min) de anelamento, extensão a 65ºC por dois minutos, e uma extensão 
final a 65ºC por três minutos.Os produtos amplificados foram sequenciados pela empresa 
MACROGEN® na Coréia do Sul, usando os mesmos “primers”. 
Para o grupo externo utilizamos amostras de indivíduos de Hypsiboas prasinus 
(Burmeister, 1856) (espécie irmã, Faivovich et al., 2004) coletadas em Bom Jardim da 
Serra/SC durante a campanha de busca por indivíduos de Hypisboas pulchellus. Também 
foram utilizadas sequências de Hypsiboas prasinus oriundas do estado de São Paulo e que 
foram cedidas por João Alexandrino.  
Os eletroferogramas foram limpos e conferidos no programa CodonCodeAligner 
versão 4.1.1 (CodonCode Corporation, Dedham, Massachusetts, USA) e montados uma única 
sequência consenso “contig” com as sequências “forward” e “reverse” de cada gene. O 
alinhamento das sequências consenso de cada fragmento de DNA foi feito separadamente e 
24 
 
manualmente no programa BioEdit (Hall, 1999), e posteriormente os alinhamentos foram 
conferidos visualmente.  
 
2.4 Análise de gradientes ecológicos e paleomodelagem da distribuição 
 
2.4.1 Seleção de variáveis 
Os dados ambientais (19 variáveis bioclimáticas mais a altitude) utilizados nas 
análises multivariadas e de modelagem de nicho ecológico foram exportados da base de dados 
Wordclim na resolução espacial de aprox. 5 km² (Hijmans et al., 2005) para o programa 
DIVA-GIS. Foi conduzida uma análise de correlação a fim de eliminar as variáveis 
bioclimáticas redundantes utilizando o programa STATISTICA v.10 (StatSoft
®
). A 
eliminação de variáveis altamente correlacionadas evita o aumento de incerteza dos modelos 
de nicho climático. O uso de variáveis altamente correlacionadas pode deixar duvidas sobre 
quais variáveis são realmente importantes para o modelo e também a relação entre uma 
qualquer variável e a adequação do habitat.As variáveis bioclimáticas selecionadas após essa 
análise foram: Bio1, Bio4, Bio8, Bio9, Bio12 e Bio15 (Tabela 1). Em todos os testes 
seguintes foram utilizados este mesmo conjunto de variáveis bioclimáticas. 
 
Tabela 1: Variáveis bioclimáticas da base de dados Wordclim usadas nas análises multivariadas e de modelagem 
de nicho ecológica. 
Bio1 Temperatura média anual 
 Bio4 Sazonalidade da temperatura 
 Bio8 Temperatura média do trimestre mais úmido 
Bio9 Temperatura média do trimestre mais seco 
Bio12 Precipitação anual 
  Bio15 Sazonalidade da precipitação 
  
2.4.2 Análises Multivariadas de Componentes Principais (PCA)  
A análise de Componentes Principais foi realizada por meio do programa Minitab 16 
(Minitab
®
). Como nessa análise não há pré-seleção de grupos, o objetivo da utilização da 
mesma era associar o conjunto de variáveis bioclimáticas (Wordclim) aos três biomas 
distintos onde Hypsiboas pulchellus ocorre (Mata Atlântica, Chaco e Pampa) e observar se as 
populações localizadas em cada um desses biomas formariam grupos distintos (p.ex. 




2.4.3 Teste para conservação ou divergência de nicho 
Os dados gerados na analise multivariada de PCA foram biologicamente informativos 
pois são componentes julgados importantes do nicho ecológico bioclimático de Hypsiboas 
pulchellus. De acordo com a informação obtida por meio da analise de PCA aplicou-se um 
teste estatístico recentemente sugerido por Mccormack e colaboradores (2010) que 
explicitamente examina se o nicho de grupos distintos de populações de uma espécie sofreu 
divergência ou se manteve conservado, ao longo da distribuição geográfica da espécie. 
 O teste segue a premissa de que os gradientes ecológicos encontrados na distribuição 
de Hypsiboas pulchellus seriam importantes na história das suas populações (por exemplo, 
associados a diversificação evolutiva). A ideia foi comparar o nicho entre populações da 
espécie que estão em dois Biomas distintos (Pampa e Mata Atlântica) tomando em 
consideração que as populações possuem diferentes habitats disponíveis para elas em uma 
paisagem espacialmente autocorrelacionada. Por pensar que poderiam enviesar os dados, 
utilizamos apenas as populações dos Biomas Pampa e Mata Atlântica, devido ao fato de que 




Modelo nulo em um espaço multivariado 
Utilizando o programa ArcMap, dados de seis variáveis bioclimáticas e a altitude, 
foram importados os pontos de ocorrência real da espécie e 1000 pontos aleatórios de fundo 
“background environment” dentro da amplitude geográfica de parte dos Biomas ocupados 
pela espécie H.pulchellus. As sete variáveis foram reduzidas em uma matriz de correlação 
(PCA). Em cada um dos sete eixos, a conservação e divergência do nicho foram testadas 
contra um modelo nulo de divergência de fundo (Mccormack et al., 2010). O teste compara a 
diferença observada nos valores médios dos nichos em um dado PC contra a diferença em um 
valor médio de fundo (Figura 4) (Mccormack et al., 2010). A significância foi avaliada com 




Figura 4: Implementação do método de teste de divergência ou conservação de nicho por meio de analise 
multivariada de componentes principais (PCA). A, um exemplo de dois eixos do nicho mostrando os pontos de 
ocorrência de duas populações (pontos brancos e amarelos claros) dentro de seus respectivos espaço ambiental 
disponível, ou ambiente de fundo (background environment), visualizado com 1000 pontos aleatorizados a partir 
de suas distribuições geográficas. B, A divergência é avaliada em cada eixo, comparando a média da diferença 
do ambiente de fundo (db) com a média do nicho divergente (dn), sendo que a hipótese nula é db=dn. 
Divergência de nicho é suportada quando db<dn, enquanto que conservação de nicho é suportada se db>dn. A 
significância do teste foi avaliada com 1000 replicas jackknife de db. A divergência de nicho apenas foi 
suportada se a divergência de nicho entre os tratamentos (dn) também era significativa (teste T). Modificado de 
Mccormack et al., 2010. 
2.4.4Modelagem de nicho ecológico e da distribuição geográfica 
As análises de modelagem de nicho ecológico foram realizadas usando modelos 
determinísticos baseados em aprendizado de máquina (em inglês machine learning) utilizando 
o algoritmo MAXENT, que estima a probabilidade de ocorrência usando um critério de 
máxima entropia (Phillips et al., 2006). A escolha do MAXENT foi baseada em uma revisão 
em que a comparação de vários algoritmos permitiu constatar que os modelos preditivos da 
distribuição das espécies, que utilizam apenas dados de presença, gerados com o Maxent 
possuem uma melhor performance relativa (Elith et al., 2006; 2011).Os parâmetros do 
programa foram deixados com a configuração padrão (default). Os modelos foram avaliados 
baseando-se no valor de AUC (área sob a curva), que reflete o quão acurado é o modelo ao 
prever a presença da espécie. No modelo produzido foi utilizado um limiar de corte que 
utiliza um critério de presença mínima, ou seja, que não permite omissão (falsos negativos). 
Na prática, a omissão ocorre quando o modelo sugere que não há ocorrência da espécie em 
um dado local quando na verdade ela ocorre. Ao permitir omissão nos modelos é possível que 
os modelos reflitam mais a distribuição da amostragem do que a própria biologia da espécie 
(Phillips; Dudík, 2008). Logo não permitimos omissão pois nos interessava abranger toda a 
variação geográfica e bioclimática da espécie Hypsiboas pulchellus. Quanto maior a 
informação sobre a distribuição geográfica da espécie, maior a confiança no modelo 
paleoclimático. Omitindo alguns pontos de ocorrência de H.pulchellus considerados pelo 
modelo do presente como de baixa adequação, haveria a possibilidade de enviesar o modelo 
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de nicho extrapolado para o passado (21 mil anos atrás). Consequentemente, este daria uma 
visão errônea de possíveis processos que estariam atuando na diversificação da espécie (p.ex. 
presença de diversas áreas estáveis fragmentadas ao invés de apenas um único refúgio).  
Com o modelo de distribuição do presente, foi possível extrapolá-lo para um cenário 
do último máximo glacial (21.000 anos atrás), usando o cenário climático CCSM3 
(Community Climate System Model, disponível em: http://www.ccsm.ucar.edu) a fim de 
produzir um modelo de distribuição no passado (paleomodelo). O objetivo da utilização da 
paleomodelagem de nicho foi analisar a possibilidade de terem ocorrido processos 
biogeográficos durante as flutuações climáticas do quaternário, que poderiam ter influenciado 
a distribuição da espécie Hypsiboas pulchellus, e consequentemente, a diversidade genética e 
a diversificação de linhagens evolutivas. 
 
2.5 Análises filogeográficas 
2.5.1 Análises de diversidade genética e filogenéticas 
Para ambos fragmentos de DNA mitocondrial e nuclear, nós calculamos estatísticas 
sumárias (número de haplótipos, diversidade haplotípica e nucleotídica e seus respectivos 
desvios padrão) no programa DNAsp 4.2 (Rozas et al., 2003). Para inferir as relações 
filogenéticas entre haplótipos, foram utilizados os métodos de Máxima Parcimônia (MP) e de 
Máxima Verossimilhança (ML). Ambas as análises foram realizadas no programa MEGA 
v5.2 (Tamura et al., 2011). Para as analises de MP foi usada a configuração padrão com 1000 
replicas de bootstrap. Na analise de ML o suporte dos ramos foi testado por meio de 1000 
replicas de bootstrap, com as árvores começando automaticamente passo a passo usando uma 
busca Heurística “Nearest Neighbor Interchange” para ML (Tamura et al., 2011). Valores de 
bootstrap maiores que 90% foram considerados evidência de suporte elevado para clados nas 
árvores filogenéticas. Para o grupo externo, foram utilizadas amostras de Hypsiboas prasinus, 
espécie irmã de H. pulchellus (Faivovich et al. 2004). Redes de haplótipos foram construídas 
usando o programa HapView que utiliza a topologia das árvores mais parcimoniosas, com o 
comprimento dos ramos representando a genealogias dos haplótipos, i.e. passos mutacionais 
discretos (Salzburger et al 2011).  
 
2.5.2 Estrutura populacional 
Estimamos a diferenciação genética total entre pares de localidades por meio de 
indices de fixação (Fst). A significância das comparações foi avaliada por comparação com 
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uma distribuição nula simulada onde não havia diferenças entre populações, usando 10000 
permutações aleatórias no programa Arlequin v3.5 (Excoffier; Lischer 2010). 
A variação genética total foi particionada em componentes hierárquicos entre grupos 
(Mata Atlântica e Pampa), entre populações dentro de grupos e dentro de populações, usando 
uma analise de variância molecular (AMOVA, Excoffier et al., 1992), tal como implementado 
no programa Arlequin v3.5 (Excoffier; Lischer 2010). Para essa análise, consideramos as 
localidades amostradas como as nossas “populações”. Esta analise foi baseada em distância 
Euclidiana entre haplótipos, com 10000 permutações, e estimativas de distancia molecular de 
Tamura para permitir taxas não iguais de transição e trasversão (Tamura, 1992). 
Por meio do programa BAPS v6.0 (Corander et al., 2008a), realizou-se uma analise 
bayesiana que infere estrutura genética populacional discreta usando os dados de sequencias 
de DNA mitocondrial e nuclear. Esse programa permite a inferencia de subpopulações sem 
assumir um valor fixo de K (número de populações a priori) no modelo. Em ambos 
fragmentos de DNA (COI e βFib) usamos a opção “Spatial genetic mixture analysis” que 
utiliza dados de sequencias de DNA juntamente com a informação geográfica para cada uma 
das sequencias amostradas (Corander et al., 2008b; Cheng et al., 2013). O BAPS foi rodado 
com o máximo numero de grupos vairando de 1 a 20, repetindo três vezes. 
 
2.5.3 Demografia histórica 
Examinamos a hipótese de estabilidade demográfica em diferentes partes da 
distribuição de Hypsiboas pulchellus (regiões altas vs. baixas e bioma Mata Atlântica vs. 
Pampa), usando DNA mitocondrial e nuclear. Usamos o programa DNAsp 4.2 (Rozas et al., 
2003) para realizar testes de neutralidade vs. expansão demográfica com os mesmos grupos 
anteriormente sugeridos (regiões altas vs. baixas e bioma Mata Atlântica vs. Pampa). Foram 
selecionados os testes estatísticos de Fs de Fu (Fu, 1997) e R2 por serem os mais sensíveis 
para este tipo de análise (Ramos–Onsins; Rozas, 2002).  
 
3Resultados  
3.1 Análise de gradientes ecológicos e paleomodelagem da distribuição 
3.1.1 Explorando os dados de distribuição geográfica e das variáveis ambientais 
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A Análise de Componentes Principais (PCA) revelou três grupos distintos de 
localidades que estão relacionados a cada bioma onde a espécie Hypsiboas pulchellus ocorre 
(Figura 5). 
 
Figura 5: PCA utilizando as seis variáveis bioclimáticas (Worldclim) mais uma topográfica (altitude) com 
relação aos pontos de ocorrência da espécie Hypsiboas pulchellus. Círculos verdes, pontos de ocorrência no 
bioma Mata Atlântica; Quadrado vermelho, bioma Pampa; Losangos azuis claros, bioma Chaco. Dentro dos 
quadrados pretos estão as porcentagens de cada componente. Abreviações: Tmédia: temperatura média. 
 
Os componentes que mais explicaram a variação nos dados foram o primeiro, 41%, e o 
segundo eixo, 24% (Figura 5). Observamos que as populações de H.pulchellus do bioma Mata 
Atlântica estão sob um regime climático associado a maior precipitação anual e temperatura 
média do trimestre mais seco, e em menor porcentagem, a altitudes mais elevadas (Figura 5).  
Comparado aos biomas Mata Atlântica e Pampa há um baixo número de pontos de 
amostragem localizados na parte da distribuição de H.pulchellus que abrange o bioma Chaco 
(n=10). Logo, eliminamos esta informação nas análises seguintes para evitar um viés de 
amostragem. 
Como as analises de PCA são apenas exploratórias e não significam qualquer tipo de 
teste estatístico, buscamos testar explicitamente se localidades pertencentes aos biomas Mata 
Atlântica e Pampa representariam populações com nichos bioclimáticos distintos, por 
comparação com um modelo nulo de autocorrelação espacial. 
3.1.2 Teste de divergência/conservação de nicho 
Comparado ao modelo nulo de autocorrelação espacial, as localidades de H.pulchellus 
dos biomas Mata Atlântica e Pampa apresentam indícios de divergência de nicho ecológico, 
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ou seja, a diferença média do nicho bioclimático dessas localidades é significativa e maior que 
a divergência do ambiente de fundo (Tabela 2).  
Obtivemos sete componentes principais (PCs) que explicaram de 1 a 48% de toda a 
variância, com uma interpretação biológica baseada na importância de cada variável em cada 
PC. A evidência de divergência de nicho foi observada em três dos sete eixos (PC1, PC3 e 
PC5). Já a conservação de nicho pode-se observar em apenas dois eixos (PC2 e PC6). O 
resultado para os eixos restantes (PC4 e PC7) não foi significativo, indicando a autocorrelação 
espacial dos dados (Tabela 2). 
 
3.1.3 Modelos de distribuição do presente e do ultimo máximo glacial 
A performance dos modelos foi avaliada pelo calculo da área sob a curva (area under 
the curve, AUC). O valor de AUC obtido no modelo de nicho ecológico do presente foi de 
0,97 (SD = 0,01). Esse valor indica que o modelo obteve uma performance melhor do que o 
acaso (0,50). Obtivemos um valor de 0,064 para o limiar de corte usando um critério de 
presença mínima. O modelo de distribuição para o presente assemelha-se à distribuição 
originalmente conhecida para H.pulchellus, mas há uma pequena sobreprevisão em direção ao 
sul e ao norte. O modelo preditivo da paleodistribuição da espécie (21 mil anos atrás) foi 
muito semelhante ao modelo produzido para o presente, embora seja prevista uma maior área 
de distribuição na direção sudoeste, abrangendo todo o país do Paraguai. 
 
Figura 6: Modelos de distribuição da espécie Hypsiboas pulchellus utilizando um algoritmo de máxima entropia 
(MAXENT) construído para o presente e extrapolado para um cenário do último máximo glacial (21.000 anos 




Tabela 2: Teste de divergência/conservação de nicho entre populações da espécie de perereca Hypsiboas pulchellus que ocorrem no Bioma Mata Atlântica e Bioma Pampa 
versus o modelo nulo de autocorrelação espacial. D, indica divergência e C, conservação de nicho significante comparado à hipótese nula (em parênteses) baseado na 
divergência de fundo entre suas respectivas distribuições geográficas. Para ser divergente, os valores do nicho devem ser significantemente diferentes entre os dois 
tratamentos (Mata Atlântica e Pampa). * Os valores do nicho diferem significantemente entre os pares de populações (T test = 0,05). Caracteres sublinhados indicam valores 
negativos. As variáveis em vermelho refletem a maior contribuição com relação a um dado PC. 
¥
Valores possuem valor p ≤ 0,05. 
Tratamentos 
Eixo dos nichos             
PC1 PC2 PC3 PC4 PC5 PC6 PC7 
Mata Atlântica vs. Pampa 1.85* D 0.026 C 1.305* D 0.1413 0.2799* D 0.0173 C 0.0324 
 
(1.303-1.304) (0.085-0.162) (0.047-0.225) (0.014-0.063) (0.023-0.038) (0.028-0.039) (0.004-0.009) 
% variação explicada 48.5 23.9 16.7 5.4 2.4 2.1 1 
Variáveis mais importantes bio12 bio1 Alt bio15 bio9 bio4 bio12 
 
bio9 bio8 bio8 bio9 bio8 bio12 bio1 
 





      








 -0,001 0,036 














3.2.1 Análises de diversidade genética e filogenéticas: DNA mitocondrial 
Obtivemos 650 pb  de 93 indivíduos para o fragmento do gene Citocromo Oxidase subunidade I (COI) do DNA mitocondrial. 
Encontramos 93 sítios polimórficos dos quais 70 foram parsimoniosamente informativos e 23 foram autapormórficos. Foram encontrados 49 
haplótipos dos quais 15 foram compartilhados (oito dentro de localidades e sete entre diferentes localidades). A diversidade haplotípica e 
nucleotídica foi maior no bioma Mata Atlântica em relação ao Pampa (Tabela 3). Para identificação das localidades buscar Anexo 1. 
 
Tabela 3: Dados de diversidade genética da espécie Hypsiboas  pulchellus extraídos de sequencias de fragmentos de gene mitocondrial e nuclear. COI – Citocromo oxidase 





     
nuclear 
(βfib) 
   
Populations N H S Hd (DP) π    N H S Hd (DP) π  
Total 93 49 93 0.95 (0.01) 0.02 
 
142 19 30 0.87 (0.01) 0.03 
            Mata 
Atlântica 32 19 76 0.95 (0.02) 0.02 
 
46 11 26 0.89 (0.02) 0.03 
AD 4 4 20 1 (0.17) 0.015 
 
4 1 0 0 0 
CZ 2 2 38 1 (0.5) 0.05 
 
4 2 3 0.66 (0.2) 0.005 
BJ 5 2 1 0.4 (0.24) 0.00062 
 
10 1 0 0 0 
LG 6 2 3 0.33 (0.21) 0.0015 
 
10 5 18 0.82 (0.09) 0.02 
NR 1 - - - - 
 
2 1 0 0 0 
SX 5 3 34 0.8 (0.16) 0.03 
 
2 1 0 0 0 
SM 5 4 5 0.9 (0.16) 0.003 
 
6 2 22 0.53 (0.17) 0.03 
SC 4 3 22 0.83 (0.22) 0.02 
 
8 2 1 0.25 (0.18) 0.0007 
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nuclear 
(βfib) 
   
Populations N H S Hd (DP) π    N H S Hd (DP) π  
Pampa 61 34 70 0.93 (0.02) 0.01 
 
96 13 28 
0.85 
(0.02) 0.03 
SB 5 4 7 0.9 (0.16) 0.004 
 
6 2 17 
0.53 
(0.17) 0.02 
CO 2 2 4 1 (0.5) 0.006 
 
4 1 0 0 0 
AL 5 3 3 0.7 (0.21) 0.002 
 
8 4 10 0.78 (0.1) 0.01 
PA 5 2 2 0.4 (0.23) 0.001 
 
6 2 14 
0.53 
(0.17) 0.02 
UY66 1 - - - - 
 
2 1 0 0 0 
SL 5 3 2 0.7 (0.21) 0.001 
 
10 1 0 0 0 
AB 5 4 3 0.9 (0.16) 0.002 
 
6 2 14 
0.53 
(0.17) 0.02 
SF 6 5 9 0.93 (0.12) 0.005 
 
8 3 18 
0.71 
(0.12) 0.02 
UY64 1 - - - - 
 
2 1 0 0 0 
ER 4 4 20 1 (0.17) 0.015 
 
8 6 26 
0.93 
(0.08) 0.03 
UY65 1 - - - - 
 
2 1 0 0 0 
RG 5 5 5 1 (0.12) 0.003 
 
10 2 18 
0.35 
(0.16) 0.02 
JG 5 4 4 0.9 (0.16) 0.002 
 
8 3 19 
0.68 
(0.12) 0.03 
CS 3 1 0 1 (0) 0 
 
6 2 1 
0.53 
(0.17) 0.001 
ES 2 2 5 1 (0.5) 0.007 
 
2 1 0 0 0 
UY63 2 2 3 1 (0.5) 0.004 
 
2 1 0 0 0 
PM 4 3 11 0.83 (0.22) 0.008   6 1 0 0 0 
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A árvore filogenética inferida do fragmento de DNA mitocondrial revelou dois 
clados com 100% de suporte. O clado mais basal é formado por três haplótipos (hap41, 
hap39 e hap25) e o restante dos haplótipos formam o segundo clado (Figura 7A). O 
clado mais basal possui um haplótipo que diverge de outros haplótipo em 44 passos 
mutacionais (hap25) e outros dois que divergem de outros haplótipos em 27 e 28 passos 
respectivamente, hap39 e hap41 (Figura 7C). O outro clado possui dois haplótipos 
(hap4 e hap5) com alta frequência na área de ocorrência de H.pulchellus com a maioria 






Figura 7: Distribuição geográfica de diversidade genética emHypsiboaspulchellus. Os números das 
localidades são atribuidos de acordocom um sentido Norte-Sul dentro de cada bioma. A - Árvore de 
Máxima Verossimilhança baseada no fragmento do DNA mitocondrial Citocromo Oxidase subunidade I. 
A escala é medida pelo número de mudanças esperadas por sítio. Os números nos nós representam 
valores de suporte de bootstrap para Máxima Parcimônia e Máxima Verossimilhança, respectivamente, 
sendo apresentados apenas valores acima de 90. Cada terminal é um haplótipo e as cores representam as 
localidades amostradas. B - biomas e pontos de amostragem. Em verde, bioma Mata Atlântica; amarelo, 
bioma Pampa e ,azul, bioma Chaco. C - Rede de haplótipos do mesmo fragmento de mtDNA. A legenda 
segue a mesma numeração do mapa da figura B. Os números dentro dos círculos indicam a frequência do 
haplótipo. O tamanho das cores mostra a proporção do haplótipo em cada localidade. Para nomes das 
localidades consultar Anexo 1. 
 
3.2.2Análises de diversidade genética e filogenéticas: DNA nuclear 
Obtivemos 142 sequencias de 365 pb para71 indivíduos para o fragmento do 
gene nuclear β-fibrinogênio (βfib). Encontramos 30 sítios polimórficos dos quais 28 
foram parsimoniosamente informativos e dois foram autapormórficos. Foram 
encontrados 19 haplótipos dos quais 14 foram compartilhados (seis dentro de 
localidades e oito entre diferentes localidades) (Tabela 3). 
A árvore filogenética do gene nuclear apresentou dois clados com 100% de 
suporte (Figura 8A). Um dos clados é formado pelos haplótipos hap6, hap7, hap8, 
hap13 e hap19, juntamente com dois haplótipos que pertencem ao grupo externo 
(espécie Hypsiboas prasinus). O outro clado é formado pelos haplótipos hap2, hap3 e 
hap5, que está incluído em um grupo com suporte mais baixo dos restantes haplótipos 
observados para o gene do βfib. A rede de haplótipos do DNA nuclear, assim como no 
DNA mitocondrial, apresentou haplótipos divergentes como os hap8 e hap13, com 17 
passos mutacionais cada um (Figura 8C). A maioria dos haplótipos possui alta 
frequência e não parece haver grandes diferenças ao longo da distribuição de 





Figura 8: Distribuição geográfica de diversidade genética em Hypsiboas pulchellus. Os números das 
localidades estão concordantes com um sentido Norte-Sul dentro de cada bioma. A – Árvore de Máxima 
Verossimilhança baseada no fragmento do DNA nuclear β-fibrinogênio. A escala é medida pelo número 
de mudanças esperadas por sítio. Os números nos nós representam valores de suporte de Máxima 
Parcimônia e Máxima Verossimilhança, respectivamente. São apresentados apenas valores acima de 90. 
Cada terminal é um haplótipo e as cores representam as localidades amostradas. O quadrado em vermelho 
indica a posição do grupo externo (Hypsiboas prasinus). B - biomas e pontos de amostragem. Em verde, 
bioma Mata Atlântica; amarelo, bioma Pampa e ,azul, bioma Chaco.. C – Rede de haplótipos do mesmo 
fragmento DNA nuclear. A legenda segue a mesma numeração do mapa da figura B. Os números dentro 
dos círculos indicam a frequência do haplótipo. O tamanho das cores mostra a proporção do haplótipo em 
cada localidade. Para nomes das localidades consultar Anexo 1. 
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3.2.3Estrutura genética e diferenciação populacional revelada pelo DNA mitocondrial 
Os valores de Fst entre pares de localidades variaram de 0,19 a 0,98 e no geral 
foram altos e significativos (Anexo 2).A análise bayesiana de estruturação populacional, 
realizadas no programa BAPS, sem indicação de grupos a priori, sugeriu os três 
agrupamentos (k = 3) apresentados na Figura 9.  
 
Figura 9: Analise bayesiana de estrutura espacial (BAPS) usando um fragmento de DNA mitocondrial 
(COI). Os números no eixo Y e X são respectivamente latitude e longitude. Traços separam as localidades 
amostradas seguindo um sentido Norte-Sul. Números 1 a 8 são localidades do bioma Mata Atlântica; 9 a 
25 localidades do bioma Pampa. Para nomes das localidades consultar Anexo 1. 
A analise molecular de variância (AMOVA) para o fragmento de mtDNA indica 
que a maior parte da variação genética (66,81%) está contida entre populações dentro de 
cada grupo (bioma) (Tabela 4). Dentro de populações também existe variação 
considerável (35,77%), e apenas aproximadamente 3% são explicados pela variação 





Tabela 4: Resultados da analise de variância molecular (AMOVA) para divergência genética em 
sequencias de mtDNA (COI) e DNA nuclear (βfib). As localidades foram divididas em dois grupos 
relacionadas a cada bioma onde ocorre Hypsiboas pulchellus (Mata Atlântica e Pampa). A porcentagem 
da variância total para cada grupo, índices de fixação, e a significância baseada em 1023 permutações 
aleatórias estão incluídas para cada nível hierárquico. Valores significativos para os índices de fixação 
estão em negrito (p ≤ 0,05). 
 
Entre grupos 
Entre populações dentro 
de grupos Dentro de populações 
   
Marcador % Total VariânciaTotal 
% 
Total VariânciaTotal % Total VariânciaTotal Índice de fixação 
mtDNA 
(COI) 
      
Fst Fct Fsc 
Biomas -2.58 -0.18 66.81 4.63 35.77 2.48 0.64 -0.02 0.65 
          Nuclear 
(Bfib) 
         Biomas -4.8 -0.25 58.31 3.05 46.5 2.43 0.53 -0.04 0.55 
 
 
3.2.4 Estrutura genética e diferenciação populacional revelada por DNA nuclear 
Os valores de Fst entre pares de localidades variaram de 0,31 a 1,0 e aqueles 
significativos foram geralmente para valores baixos e médios (Anexo 3).A análise 
bayesiana de estruturação populacional,sem indicação de grupos a priori, realizada no 
programa BAPS, identificou três agrupamentos genéticos (k = 3) (Figura 10).  
A análise de variância molecular (AMOVA) para o fragmento de DNA nuclear 
indica que a maior parte da variação genética (58,31%) está contida entre populações 
dentro de cada grupo (bioma) (Tabela 4). A variação genética dentro das populações 
explica 46,5% da variação total, enquanto apenas 5% são explicados pela variação entre 







Figura 10: Analise bayesiana de estrutura espacial (BAPS) usando um fragmento de DNA nuclear (Bfib). 
Os números no eixo Y e X são respectivamente latitude e longitude. Traços separam as localidades 
amostradas seguindo um sentido Norte-Sul. Números 1 a 8 são localidades do bioma Mata Atlântica; 9 a 
25 localidades do bioma Pampa. Para nomes das localidades consultar Anexo 1. 
 
3.2.5 Mudanças históricas no tamanho populacional de Hypsiboas pulchellus (mtDNA) 
Os testes de expansão populacional mostraram resultados significativos para 
alguns tratamentos propostos. Na comparação entre regiões altas e regiões baixas, 
apenas o teste de Fs de Fu apresentou um valor negativo e significativo, que sugere 
expansão populacional. O teste R2 apresentou valores positivos, porém não 
significativos para todos os tratamentos (Tabela 5). 
Nos tratamentos comparando biomas, o teste R2 apresentou valores valores 
positivos e não significativos para todos os tratamentos. Os resultados do teste de Fs de 
Fu foram valores negativos e não significativos para a Mata Atlântica, mas valores 
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negativos e significativos para o Pampa, indicando neste caso um sinal de expansão 
populacional (Tabela 5).  
 
 
Tabela 5: Resultados do mtDNA (COI) dos diferentes testes de neutralidade vs. expansão populacional 
para cada um dos grupos de populações Hypsiboas pulchellus relacionados aos Biomas. Valores 
significativos de “p” são mostrados em negrito. p ≤ 0,05. 
Grupos Fu'sFs R2 
Áreas altas 1,725 (0,785)  0,155 (0,739)  
Áreas baixas -13,772 (0,003)  0,063 (0,102)  
Mata Atlântica -0,339 (0,454)  0,134 (0,417)  
Pampa -8,29 (0,02) 0,076 (0,205)  
 
 
3.2.6 Mudanças históricas no tamanho populacional de Hypsiboas pulchellus (DNA 
nuclear) 
Os testes de expansão populacional não apresentaram resultados estatisticamente 
significativos, tanto na comparação entre biomas como entre áreas altas e áreas baixas. 
Nenhum dos valores de Fs ou R2 foi negativo, o que indica a ausência de um eventual 
sinal de expansão populacional (Tabela 6).  
 
Tabela 6: Resultados do DNA nuclear (βfib) dos diferentes testes de neutralidade vs. expansão 
populacional do fragmente Bfib para cada um dos grupos de populações Hypsiboas pulchellus 
relacionados aos Biomas. Valores significativos de “p” são mostrados em negrito. p ≤ 0,05. 
Grupos Fu'sFs R2 
Áreas altas 9,400 (0,997)  0,244 (1,00)  
Áreas baixas 4,363 (0,90)  0,166 (0,994)  
Mata Atlântica 4,856 (0,938) 0,188 (0,994)  










Hypsiboas pulchellus é um anfíbio que possui uma ampla distribuição geográfica no sul 
da América do Sul. Ocupa três biomas (Chaco, Pampa e Mata Atlântica) onde habita e 
se reproduz apenas nos ambientes de área aberta como, por exemplo, córregos, lagoas, 
poças permanentes e temporárias. Análises multivariadas revelaram que o nicho 
bioclimático ocupado pela espécie é diferente em cada bioma e que provavelmente as 
diferenças de nicho bioclimático poderiam estar associadas a divergência ecológica 
entre populações de cada bioma. Um modelo de paleodistribuição da espécie (último 
máximo glacial, há 21 mil anos atrás) sugere estabilidade em toda a área de ocorrência 
da espécie, indicando que as flutuações climáticas pleistocênicas não teriam 
influenciado processos de vicariância entre populações de H.pulchellus. As análises 
filogenéticas utilizando fragmentos de DNA de um gene mitocondrial (Citocromo 
Oxidase I) e de um gene nuclear (β-fibrinogênio) sugerem a ausência de linhagens 
evolutivas independentes dentro de H.pulchellus. No entanto a rede de haplótipos do 
DNA mitocondrial mostra que há presença de haplótipos muito divergentes em regiões 
altas do bioma Mata Atlântica, no Rio Grande do Sul, enquanto que a grande parte das 
localidades em regiões baixas dentro de toda a distribuição da espécie apresenta uma 
diversidade genética mitocondrial de haplótipos pouco divergentes e raros (padrão star-
like). Análises de variância molecular não indicaram estrutura filogeográfica, mas uma 
analise bayesiana de estrutura populacional, em ambos os fragmentos de DNA, indicou 
a presença de três grupos geneticamente semelhantes e que um desses grupos é 
representado principalmente por localidades que estão em regiões altas dentro do bioma 
Mata Atlântica. Testes de expansão demográfica (teste Fs de Fu) sugerem que 
localidades do Pampa poderão ter sofrido um processo de expansão demográfica, e que 
populações de localidades da Mata Atlântica terão mantido efetivos populacionais mais 
estáveis.  
 
4.1 Viés amostral nas análises de divergência ecológica e genética 
A nossa análise desconsiderou a parte da distribuição de H.pulchellus que se 
encontra no bioma Chaco. Apesar de isso representar uma lacuna no conhecimento 
sobre a espécie, a exclusão justifica-se para minimizar artefatos e erros de interpretação. 
Por um lado, o baixo número de pontos de presença de H.pulchellus no bioma Chaco 
obtidos no presente estudo, registrados em bibliografia e museus, introduziria um viés 
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amostral e incerteza sobre se os pontos de ocorrência do bioma Chaco seriam distintos 
bioclimaticamente (análise de componentes principais) de pontos dos outros biomas. 
Em termos bioclimáticos, existem pontos de presença no Chaco que estão mais 
próximos da Mata Atlântica e outros que estão mais associados ao Pampa, sendo que 
apenas quatro pontos, dos dez que obtivemos para o Chaco, parecem apresentar um 
clima distinto dos demais biomas. Seria ainda precipitado dizer que aqueles quatro 
pontos, em um total de dez dentro do Chaco, representam um nicho bioclimático 
característico e climaticamente distinto dos outros dois biomas. Por ter poucos pontos 
no bioma Chaco, uma possibilidade seria considerar nas análises os pontos do Chaco 
que estivessem mais próximos bioclimaticamente a um certo bioma como parte do 
bioma em questão, p.ex. pontos do Chaco mais próximos de pontos do bioma Pampa 
seriam então considerado como pertencentes ao Pampa. Mas o que fazer com os quatro 
pontos que são distintos climaticamente dos biomas Pampa e Mata Atlântica? Logo, 
utilizar apenas quatro pontos para o Chaco não seria representativo do clima daquele 
bioma. E mais, fazendo esta realocação de pontos do Chaco em outros biomas, se 
perderia o sentido da análise de componentes principais, que é mostrar a presença de 
grupos sem uma indicação a priori. Seguindo a mesma lógica, nas análises de 
divergência/conservação de nicho, os pontos do Chaco foram desconsiderados pois a 
ideia inicial do trabalho era testar se diferenças nos nichos bioclimáticos para cada 
bioma onde ocorre H.pulchellus poderiam estar associadas a conservação ou 
divergência de nicho. É de salientar que a maior parte da distribuição geográfica de 
H.pulchellus se encontra na Mata Atlântica e no Pampa, e que as amostras de material 
genético disponíveis para análise eram provenientes deste dois biomas. Como o objetivo 
principal do trabalho foi o de comparar os resultados dos testes de 
divergência/conservação de nicho bioclimático com evidências de diversificação 
genética com base em dados moleculares, a opção de excluir os pontos do bioma Chaco 
das análises deste trabalho parece-nos absolutamente justificada. Esperamos 
futuramente completar lacunas de amostragem através de colaboradores na Argentina.  
 
4.2 Diversidade genética em Hypsiboas pulchellus 
Nas análises filogenéticas do fragmento de DNA mitocondrial foram 
recuperados dois clados com 100% de suporte (Figura 7A). Esses dois grupos de 
haplótipos não definem linhagens evolutivas mitocondriais dentro de H.pulchellus com 
distribuições geográficas exclusivas, não estando portanto associados aos biomas onde a 
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espécie ocorre. No entanto, o clado mais basal na árvore filogenética parece estar 
associado a uma região de altitude elevada no bioma Mata Atlântica. Este clado possui 
três haplótipos, o haplótipo 25 que é representado por duas localidades que estão em 
regiões altas dentro da Mata Atlântica, e em apenas uma localidade no litoral sul do Rio 
Grande do Sul (Cassino), pertencente ao bioma Pampa, e os haplótipos 39 e 41, 
pertencentes a localidade de São Francisco de Paula (SX), outra localidade com altitude 
elevada no bioma Mata Atlântica. Interessante é que as localidades de altitudes elevadas 
na Mata Atlântida compartilham haplótipos com localidades que estão distantes e em 
áreas litorâneas no Pampa ao invés de compartilharem esses haplótipos com localidades 
que se encontram mais próximas e em regiões baixas da Mata Atlântica, ou mesmo 
localidades próximas, mas que estão no bioma Pampa. Uma informação importante é 
que as localidades Cassino (CS) e Rio Grande (RG) encontram-se em uma região de 
restinga úmida, com muitas áreas alagadas e sistemas lacustres. Mesmo sendo uma 
região de ambiente de área aberta é uma região que possui um clima com condições de 
umidade e pluviosidade que poderiam se assemelhar a localidades de altitude elevada e 
rodeadas por mata ombrófila, como é o caso das localidades São Francisco de Paula, 
Carazinho, Nova Roma do Sul, Água Doce e Bom Jardim da Serra. Essa semelhança de 
nicho bioclimático pode ser vista no gráfico produzido pela analise de PCA onde mostra 
que no eixo 1 (um) há pontos do bioma Pampa que estão próximos de pontos da Mata 
Atlântica, e esses são os pontos do litoral sul do Rio Grande do Sul, onde se encontram 
as localidades Cassino e Rio Grande (Figura 5).  
Os dados apresentados aqui devem ser analisados com cautela, pois há um viés 
amostral em sete das 25 localidades utilizadas no presente trabalho. Duas localidades 
estão no bioma Mata Atlântica: Carazinho (CZ), com apenas duas amostras coletadas, e 
Nova Roma do Sul (NR), com apenas uma amostra coletada. Já as cinco localidades 
restantes estão todas dentro do bioma Pampa. Três localidades do Uruguai com apenas 
uma amostra (13, 17 e 19) e duas localidades na Argentina, Escobar (ES) e Corrientes 
(CO), ambas com duas amostras. Todas as outras localidades possuem em média cinco 
amostras cada (apenas uma localidade com três amostras e duas com seis; vide Anexo 
1). Assim, é possível que a presença do haplótipo mais divergente (h25) apenas nas 
localidades Carazinho, Nova Roma do Sul (regiões altas da Mata Atlântica) e Cassino 
(Pampa) na verdade ser fruto do baixo número de amostras registrado noutras 
localidades. A localidade de São Francisco de Paula (SX) pode ser usada como 
referencia para exemplificar o problema de ter locais com amostragem muito baixa, 
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como no caso de Carazinho (CZ), Nova Roma do Sul (NR) e Cassino (CS). A 
localidade de São Francisco de Paula possui um número de amostras razoável (n=5) em 
relação aos métodos usados. São Francisco de Paula apresenta dois haplótipos 
divergentes (hap39 e hap41) e um haplótipo pouco divergente (hap 40). O haplótipo 40 
está mais relacionado aos haplótipos 4 e 5, que são aqueles com maior freqüência e que 
apresentam indicação de expansão demográfica recente (padrão star-like). Logo, se 
tivéssemos menos amostras na localidade de São Francisco de Paula, é possível que o 
resultado fosse distinto do apresentado aqui e talvez semelhante ao que foi registrado 
nas localidades Carazinho, Nova Roma do Sul e Cassino. Ou seja, por amostrar um 
pequeno número de indivíduos nas localidades Carazinho, Nova Roma do Sul e 
Cassino, pode ser que haplótipos raros, pouco divergentes e mais relacionados aos 
haplótipos com sinal de expansão populacional não tenham sido registrados no presente 
trabalho. 
A diversidade genética observada ao nível do DNA nuclear foi algo diferente 
daquela observada no mtDNA (Figura 8). Haplótipos de clados divergentes na árvore 
filogenética (e rede de haplótipos) estão tanto em locais da Mata Atlântica quanto no 
Pampa. No geral, localidades na Mata Atlântica possuem haplótipos mais divergentes 
que localidades do bioma Pampa. Diferente da rede de haplótipos do mtDNA, para βfib 
nenhuma localidade apresentou haplótipos associados a um padrão em estrela ou “star-
like”, o que indicaria expansão populacional recente. Na verdade a maior parte dos 
haplótipos tem grande freqüência em diferentes localidades, ou seja, são compartilhados 
praticamente em toda a distribuição geográfica independente da latitude e bioma onde 
se encontram as localidades (Figura 8). As diferenças aparentes encontradas entre 
resultados do DNA mitocondrial (COI) e nuclear (βfib) poderão ser resultado tanto de 
uma combinação da estocasticidade dos processos de coalescência na evolução de 
genealogias quanto do maior efetivo populacional (4nµ) e menor taxa de mutação em 
fragmentos de DNA nuclear (cinco a dez vezes mais lenta do que no DNA mitocondrial; 
Brown et al., 1979; Avise, 2000).  
 
4.3 Estrutura e diferenciação genética em Hypsiboas pulchellus 
No fragmento de DNA mitocondrial foi encontrado um alto nível de distância 
genética (Fst) entre populações ao longo de toda a distribuição de H.pulchellus (Anexo 
2). Já para o fragmento de DNA nuclear foram registrados níveis médios de distância 
entre as localidades (Anexo 3). Em ambos os fragmentos de DNA (COI e βfib) a análise 
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de variância molecular não revelou estrutura filogeográfica (Tabela 4). Tendo em vista 
que o nicho bioclimático das localidades que estão no bioma Pampa e Mata Atlântica 
são diferentes, esperávamos encontrar nessa análise uma maior variação genética entre 
localidades de biomas distintos. Porém, em ambos marcadores moleculares a AMOVA 
revelou que a maior parte da variação genética está contida entre localidades dentro de 
cada bioma. 
Para o fragmento de DNA mitocondrial foram frequentemente observados 
valores altos de Fst quando comparados entre pares de localidades do bioma Pampa e 
Mata Atlântica. Os valores altos de Fst foram mais evidentes quando comparados entre 
localidades altas na Mata Atlântica e localidades de baixa altitude em toda a 
distribuição. Algumas localidades apresentam altos índices de Fst embora sejam 
geograficamente próximas. Um exemplo é o valor de Fst (0.93) registrado entre a 
localidade de Bom Jardim da Serra (BJ) e Laguna (LG), ambas pertencentes ao bioma 
Mata Atlântica (Anexo 2). Bom Jardim da Serra está aproximadamente a 60 km em 
linha reta de Laguna. No entanto Bom Jardim da Serra está a 1400 metros de distância 
em altitude de Laguna e separada de Laguna por regiões de floresta ombrófila densa, 
onde não há ocorrência de H.pulchellus. Mas este padrão de alta distância genética entre 
localidades altas e baixas não é claramente evidente uma vez que há populações de 
localidades altas e/ou do bioma Mata Atlântica que são muito distantes entre si (p.ex. 
entre as localidades altas na Mata Atlântica, Bom Jardim da Serra e Água Doce). 
Não há um padrão claro para os dados de Fst do DNA nuclear. Para algumas 
comparações no DNA nuclear, como nos pares entre as localidades de regiões altas e 
baixas Bom Jardim da Serra (BJ) – Laguna (LG) e Bom Jardim da Serra – Porto Alegre 
(PA), registrou-se uma distância genética elevada. No entanto, entre alguns pares de 
localidades de altitude elevada também aparecem valores muito altos de Fst p.ex. Água 
Doce (AD) – Carazinho (CZ), Bom Jardim da Serra – São Francisco de Paula (SX), 
Bom Jardim da Serra – Nova Roma do Sul (NR) (Fst 0,71; 1; 1, respectivamente).Por 
outro lado, foram registrados valores baixos de Fst entre localidades de regiões baixas e 
altas p.ex. Nova Roma do Sul – Laguna, São Francisco de Paula – Laguna e Água Doce 
– Laguna (Fst 0,03; 0,14; 0,27) (Anexo 3). 
Na análise de estrutura populacional utilizando uma abordagem bayesiana 
(BAPS) tanto no fragmento de DNA mitocondrial, quanto no fragmento de DNA 
nuclear, foram identificados três grupos geneticamente diferentes (k = 3). Os dados não 
demonstram uma estrutura filogeográfica muito clara, pois em ambos os marcadores 
46 
 
moleculares dois dos grupos identificados incluem localidades que são muito distantes 
geograficamente. No entanto, um padrão se repete é o de localidades de altitudes 
elevadas formarem grupos distintos daquelas de localidades de baixa altitude. Na 
análise com DNA mitocondrial, um grupo é formado por três localidades de altitude 
elevada, Carazinho, Nova Roma do Sul e São Francisco de Paula, e uma localidade do 
litoral sul do Rio Grande do Sul (Cassino) (Figura 9, grupo vermelho). Um segundo 
grupo é formado por apenas uma localidade de altitude elevada, Água Doce no estado 
de Santa Catarina, e por uma localidade no litoral sul do Rio Grande do Sul (Rio 
Grande) e a localidade Entre Ríos, que fica localizada ao norte da Província de Buenos 
Aires, Argentina, entre o rio Uruguai (a leste) e o rio Paraná (a oeste) (Figura 9, grupo 
verde). O terceiro e ultimo grupo é formado por todas as localidades restantes, i.e. 
apenas localidades de baixada (grupo azul), mas também compartilha as localidades de 
São Francisco de Paula e Carazinho, que pertencem ao grupo vermelho, e também a 
localidade Entre Ríos, que pertence ao grupo verde (Figura 9). Os resultados do BAPS 
para o DNA nuclear são mais complexos que os resultados apresentados no DNA 
mitocondrial devido os três grupos formados estarem muito misturados 
geograficamente. É no entanto interessante que as localidades de regiões altas da Mata 
Atlântica permaneceram em um mesmo grupo, que é representado pela cor vermelha na 
Figura 10. 
Os resultados da AMOVA permitem uma discussão especulativa sobre questões 
ecológicas importantes para a história evolutiva das populações dos biomas Mata 
Atlântica e Pampa. O valor de Fst total para cada bioma foi muito alto o que seria de 
esperar dado que anfíbios possuem em geral baixas capacidades de dispersão. Para 
anfíbios, valores iguais ou acima de 0.53 são normalmente considerados representativos 
de grandes diferenças genéticas entre as populações (Shaffer et al., 2000; Kraaijeveld-
Smit et al., 2005; Measey et al., 2007). Para o fragmento de DNA mitocondrial, tanto na 
Mata Atlântica quanto no Pampa, o Fst foi de 0.64. Já para o fragmento de DNA 
nuclear, em ambos os biomas, o valor de Fst foi 0.53 (Tabela 4). Esses valores adquirem 
sentindo ecológico quando se procura uma associação com a distância geográfica entre 
as localidades dentro de cada bioma (Anexo 4 e 5). Em média, a distância geográfica 
entre as localidades do bioma Pampa (média = 455 ± 210) é duas vezes maior que a 
distância entre as localidades do bioma Mata Atlântica (média = 254 ± 106) (t = -4,9; gl 
= 162; p = 0,000). Logo, a diferenciação genética entre as localidades do bioma Mata 
Atlântica, que se encontram relativamente mais próximas, é tão grande quanto a 
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diferenciação genética entre as localidades do Pampa, que estão em média mais 
distantes entre si. A área que as populações de H.pulchellus ocupam na Mata Atlântica é 
pequena relativamente a toda sua distribuição geográfica, bem como em relação a área 
ocupada no bioma Pampa. Porém, a área de ocorrência de H.pulchellus na Mata 
Atlântica é mais heterogênea no que se diz respeito às fitofisionomias e à geografia 
daquela região. As populações de H.pulchellus apenas ocupam ambientes de áreas 
abertas dentro de um bioma florestal como o da Mata Atlântica. Dessa forma, esses 
ambientes de áreas abertas estão cercados por fitofisionomias como a Floresta 
Ombrófila Mista, Floresta Ombrófila Densa e Floresta Estacional Semi-decídua, que 
poderão representar barreiras à dispersão. Outra diferença em relação ao bioma Pampa é 
que as populações de H.pulchellus do bioma Mata Atlântica estão em uma região de 
altitudes elevadas (600 a 1400 metros) e rodeadas por vales e encostas abruptos (Anexo 
6, Altitude). Assim, embora as localidades do bioma Mata Atlântica estejam mais 
próximas, deverá haver uma maior dificuldade de dispersão dentro do bioma Mata 
Atlântica em relação ao bioma Pampa. Talvez os vales abruptos, junto com as áreas de 
florestas, sirvam como barreiras para a dispersão de H.pulchellus, trazendo maior 
dificuldade para os migrantes de localidades que são próximas geograficamente mas 
que teriam de enfrentar uma maior complexidade ambiental (i.e. distância ecológica > 
distância geográfica). Diferentemente, e de um modo grosseiro, o bioma Pampa é 
considerado mais homogêneo no que se refere à sua fitofisionomia e geografia. Ao 
contrário do bioma Mata Atlântica, o bioma Pampa é caracterizado por suas amplas 
planícies com ambientes de áreas abertas que são cobertas principalmente por 
gramíneas e arbustos, com árvores maiores sendo encontradas apenas nas margens de 
rios (Tonni et al., 1999; Ubilla et al., 2004).  Há pequenas regiões com altitudes mais 
elevadas (aprox. de 200 a 400 metros de altitude), como a Serra do Sudeste no estado 
brasileiro do Rio Grande do Sul e Sierra de La Ventana, ao sul da província de Buenos 
Aires na Argentina (Barrio, 1965; Baraquet et al., 2007; Overbeck et al 2007). No 
entanto, diferente do bioma Mata Atlântica, ambas as regiões altas no bioma Pampa 
apresentam um gradiente de altitude suave (Anexo 6). Logo, na área de distribuição de 
H.pulchellus dentro do bioma Pampa, provavelmente não há barreiras ecológicas à 
dispersão, tendo em vista que não há gradientes abruptos de altitude e que grande parte 
das áreas neste bioma são caracterizadas por ambientes de área aberta, habitat 
característico para H.pulchellus. Dessa forma, a grande diferenciação genética 
registrada nas localidades do bioma Pampa poderia estar talvez associada a um processo 
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evolutivo neutral de isolamento por distância. E assim, no bioma Pampa, populações 
localizadas mais proximamente seriam geneticamente mais semelhantes do que 
populações mais distantes entre si. O viés de amostragem anteriormente discutido 
inviabiliza que esse padrão seja testado com algum rigor no presente trabalho. Uma 
forma de examinar mais detalhadamente a subestrutura dentro de H.pulchellus, em cada 
bioma, seria combinando uma amostragem mais intensiva com análise de marcadores 
moleculares do tipo micro-satélites, que possuem em geral taxas de mutação mais 
elevadas e maior variabilidade genética do que os marcadores usados no presente 
trabalho. 
 
4.4 Demografia histórica  
Não foram encontradas linhagens evolutivas distintas dentro de H.pulchellus e 
nem mesmo uma estrutura filogeográfica claramente definida. No entanto, foi aparente 
que haplótipos mais divergentes geneticamente (mtDNA) estão presentes em 
localidades dentro do bioma Mata Atlântica, situadas em altitudes elevadas em relação à 
variação de altitude em toda a distribuição de H.pulchellus. O fato é que, 
independentemente dos resultados apresentados e discutidos anteriormente, 
H.pulchellus possui uma ampla distribuição geográfica que abrange dois biomas 
distintos, sendo que o nicho bioclimático da espécie em cada bioma parece ser 
divergente. Dessa forma, é relevante examinar a questão sobre se regimes bioclimáticos 
distintos teriam tido influência na estabilidade/flutuação demográfica de regiões do 
bioma Mata Atlântica e do bioma Pampa, num contexto de flutuações climáticas 
pleistocênicas, nomeadamente as do ultimo máximo glacial (há 21 mil anos). Tendo em 
vista a importância de gradientes de altitude na dispersão de anfíbios, e que no teste de 
divergência/conservação de nicho a altitude foi uma variável explicativa importante 
para a divergência de nichos, examinamos a questão da estabilidade/flutuação 
demográfica comparando regiões definidas pelos dois biomas considerados e, também, 
comparando as regiões altas da Mata Atlântica com o restante das localidades da 
distribuição de H.pulchellus.  
Os testes de expansão demográfica foram significativos apenas quando 
realizados com dados relativos ao fragmento de DNA mitocondrial (COI). No 
tratamento utilizando o bioma Mata Atlântica versus o bioma Pampa, o teste de 
expansão Fs de Fu indicou que apenas as localidades do bioma Pampa sofreram uma 
expansão populacional recente (Fu’s Fs = -8,29). Igualmente, no tratamento utilizando 
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as áreas altas na Mata Atlântica vs. todas as áreas baixas, o teste de Fs de Fu indicou 
expansão populacional apenas nas localidades de áreas baixas (Fu’s Fs = -13,77) e teve 
o valor do índice reduzido em quase duas vezes em relação ao tratamento que compara 
os dois biomas. A diminuição do valor de Fs terá ocorrido quando foram incluídas 
localidades do bioma Pampa, três localidades de altitudes baixas, que na verdade estão 
dentro do bioma Mata Atlântica (Laguna (LG), Santa Maria (SM) e Santa Cruz do Sul 
(SC)). A inclusão dessas três localidades (principalmente SM e SC) com as localidades 
do Pampa introduz mais alelos raros ao tratamento proposto, que na verdade é a 
informação usada como indicativo de expansão demográfica no teste de Fs de Fu (Fu 
1997). As localidades de Santa Maria e Santa Cruz do Sul, localizadas no vale central 
do Rio Grande do Sul, estão situadas em uma zona de transição entre o bioma Pampa e 
o bioma Mata Atlântica. Dessa forma, as condições bioclimáticas destas localidades 
poderiam ser mais próximas às de outras localidades do Pampa próximas de Santa 
Maria e Santa Cruz do Sul. Na mesma situação está a localidade de Laguna. Essa 
localidade está situada ao nível do oceano Atlântico, e é caracterizada por um ambiente 
de área aberta (restinga herbáceo-arbustiva) que se assemelha ao ambiente encontrado 
em todo o Pampa, e pode representar uma outra área de instabilidade demográfica 
histórica. Globalmente, os resultados relativos à diversidade genética observada na 
espécie parecem indicar histórias distintas do ponto de vista demográfico entre regiões 
de altitude distinta, com tendência para menor estabilidade demográfica em regiões de 
altitudes mais baixas.  
Pelo contrário, os modelos de nicho que permitiram prever a paleodistribuição 
da espécie não sugeriram flutuações históricas na sua distribuição. Algumas razões que 
poderiam justificar essa discrepância aparente são: i) os modelos de nicho não 
representariam o nicho fundamental da espécie, ii) o cenário paleoclimático usado não 
representaria o clima do passado, iii) não teria havido flutuação na distribuição da 
espécie, mas sim flutuação demográfica local e regional. Um outro problema seria o da 
escala utilizada nas camadas climáticas para gerar os modelos de nicho e de 
distribuição. A escala bioclimática utilizada nos modelos é de quadrículas de 5 km², que 
contêm um valor numérico para cada uma das 19 variáveis bioclimáticas. Dessa forma, 
pode ser que a autocorrelação espacial aumente a tendência para um resultado de 
estabilidade ao longo de toda a distribuição de H.pulchellus, pois os modelos não 
conseguiriam captar os gradientes ecológicos encontrados na distribuição da espécie. 
Assim, os modelos acabam considerando localidades que estão próximas 
50 
 
geograficamente, porém, que na verdade são distantes ecologicamente, como 
pertencentes ao mesmo conjunto bioclimático. Recentemente, em uma revisão sobre a 
utilização de modelos de nicho ecológico em estudos de filogeografia, Alvarado-
Serrano e Knowles (2013) dão exemplos de como proceder com as análises de 
modelagem de nicho quando se utilizam dados de uma espécie de ampla distribuição 
geográfica que ocorre em climas diferentes. Segundo esses autores, seria mais correto 
dividir os pontos de presença da espécie e fazer um modelo para cada região onde o 
clima é distinto, como por exemplo no presente trabalho, poderia ser gerado um modelo 
para as localidades de ocorrência de H.pulchellus que estão no bioma Mata Atlântica 
(ou regiões de altitude elevada) e outro modelo para aquelas localidades que estão no 
bioma Pampa (ou de regiões de baixa altitude).  
 
4.5 História paleoclimática da região sul da América do Sul 
Já foi referido que não foram detectadas linhagens evolutivas, nem uma estrutura 
populacional clara dentro de Hypsiboas pulchellus. Porém, dados de diversidade 
genética sugerem maior diversidade haplotípica e nucleotídica, e haplótipos mais 
divergentes presentes nas localidades dentro de regiões de altitudes elevadas da Mata 
Atlântica. As localidades nessas regiões do bioma Mata Atlântica parecem ter sofrido 
menor instabilidade demográfica relativamente às localidades do bioma Pampa. Tendo 
em vista a escassez de estudos filogeográficos para a região sul do Brasil e para o bioma 
Pampa, faremos aqui um apanhado de estudos paleoecológicos, que abrangem os 
eventos climáticos ocorridos durante o quaternário, e cujos resultados possam ser 
relevantes para a discussão da evolução das populações de H.pulchellus na parte sul do 
bioma Mata Atlântica e parte do bioma Pampa. 
Em toda a área de ocorrência de H.pulchellus pode ter havido flutuações 
populacionais influenciadas pelas mudanças climáticas ocorridas ao longo do período 
quaternário, visto que dados palinológicos e de fósseis de mamíferos terrestres indicam 
uma diminuição na temperatura média e na pluviosidade anual ao longo da distribuição 
de H.pulchellus (Behling et al., 1998; Tonni et al., 1999; Behling; Negrelle, 2001; 
Behling, 2002; Ubilla et al., 2004). Populações de H.pulchellus do bioma Pampa, 
principalmente da região de Buenos Aires, podem ter sofrido impactos muito mais 
severos do que as populações da Mata Atlântica. Durante períodos glaciais toda a área 
de ocorrência de H.pulchellus foi dominada por vegetação de campos tipo “grasslands” 
(Tonni et al., 1999; Behling; Negrelle, 2001; Behling, 2002). O clima em regiões do 
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bioma Mata Atlântica manteve-se frio e úmido, mas em regiões do bioma Pampa o 
clima foi frio e muito árido, sendo até considerado semelhante ao clima atual da 
Patagonia (Tonni et al., 1999; Ubilla et al., 2004). Segundo Tonni et al 1999, e Behling 
e Negrelle (2001),  a pluviosidade em toda a área de ocorrência de H.pulchellus foi 500 
mm menor do que atualmente. Mas como a média da pluviosidade nas áreas do bioma 
Mata Atlântica difere das áreas do bioma Pampa, a diminuição de 500 mm no bioma 
Pampa teria sido muito mais impactante em relação ao bioma Mata Atlântica. Na área 
de ocorrência de H.pulchellus do bioma Pampa, a amplitude média da pluviosidade 
varia de 1373 a 767 mm, e diminuindo 500 mm, a amplitude média ficaria por volta dos 
873 a 267 mm. Já na Mata Atlântica a amplitude média da pluviosidade é 1981 a 1577 
mm, mas com a provável diminuição de 500 mm ficaria por volta dos 1480 a 1077 mm.  
Não se sabe qual é o limite fisiológico de H.pulchellus em relação a pluviosidade, mas 
sabe-se que a pluviosidade é um fator importante na manutenção dos ambientes de 
reprodução da espécie. É verossímil, portanto, que a indicação de uma assinatura de 
expansão populacional na diversidade genética do DNA mitocondrial para o Pampa, ou 
para regiões de baixa altitude,obtida no presente trabalho, esteja associada a um impacto 
mais severo das flutuações climáticas sobre as populações de H.pulchellus que estão no 
bioma Pampa do que naquelas encontradas no bioma Mata Atlântica.   
Poucos estudos filogeográficos foram desenvolvidos no sul da Mata Atlântica e 
no bioma Pampa. Os únicos estudos filogeográficos realizados na área de ocorrência de 
H.pulchellus foram feitos com espécies de plantas do gênero Petunia que habitam 
ambientes de áreas abertas de regiões altas do sul da Mata Atlântica (Lorenz-Lemke et 
al., 2010) e Petunia e Calibrachoa do bioma Pampa e sul da Mata Atlântica, também 
habitantes de ambientes de áreas abertas (Fregonezi et al., 2013). Outro estudo 
filogeográfico que abrange uma parte da distribuição de H.pulchellus foi realizado com 
uma espécie de roedor subterrâneo Ctenomys porteousi que habita paleodunas na região 
centro-oeste da província de Buenos Aires, Argentina (Mapelli et al., 2012). Todos os 
três trabalhos citados possuem resultados sobre padrões de diversificação semelhantes 
ao que pode ter ocorrido com H.pulchellus.    
As espécies do gênero Petunia de áreas altas do sul do bioma Mata Atlântica são 
na maioria alopátricas e sofreram processos de diversificação de isolamento por 
distância, expandindo sua distribuição e populações durante períodos glaciais e sofrendo 
redução demográfica e isolamento em áreas de campos durante períodos interglaciais 
(Lorenz-Lemke et al., 2010). Já as espécies de Petunia do bioma Pampa são simpátricas 
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e possuem divergência interespecífica muito reduzida, porém, mais do que processos de 
deriva genética, fatores ecológicos e possíveis barreiras pré-zigóticas isolam as espécies 
uma das outras. Algumas espécies simpátricas de Petunia possuem formas e cores de 
corolas (conjunto de pétalas das flores) distintas e são polinizadas por diferentes 
animais, como por exemplo, mariposas, abelhas e beija-flores. Outras espécies de 
Petunia ocorrem na mesma localidade, porém em diferentes microhabitats, p.ex. zona 
sombreada e zona exposta ao sol (Lorenz-Lemke et al., 2010; Fregonezi et al., 2013). 
As espécies de Calibrachoa também são polinizadas por mariposas, abelhas ou beija-
flores, dependendo da sua morfologia floral e síndrome de polinização (Fregonezi et al., 
2013). Nas espécies de planta do gênero Calibrachoa,observaram-se dois clados 
filogenéticos, um com espécies que ocorrem em áreas baixas no Pampa e outro com 
espécies de áreas altas na Mata Atlântica do estado do Rio Grande do Sul e Santa 
Catarina. Fregonezi et al. (2013) sugerem que as espécies de Calibrachoa das áreas 
altas sofreram processos semelhantes aos observados nas espécies do gênero Petunia 
que ocorrem na mesma área, ou seja, diversificação alopátrica resultante de expansão e 
retração de ambientes de áreas abertas. Já com as espécies do gênero Calibrachoa do 
bioma Pampa, outros mecanismos de especiação ao invés de alopatria podem ter 
direcionado a diversificação deste grupo, provavelmente associados a adaptação a tipos 
distintos de polinizadores.  
Como já discutido anteriormente, em períodos interglaciais, as florestas podem 
ter funcionado como barreira à dispersão de populações de H.puchellus entre 
localidades de altitudes elevadas com Floresta de Araucária, restringindo ou 
dificultando o fluxo gênico entre essas localidades. Já na área do Pampa, por ser um 
anfíbio, H.pulchellus não responde às mesmas adaptações evolutivas que as plantas do 
gênero Calibrachoa, pois para plantas, os solos, polinizadores e até microhabitats são 
características limitantes que podem ser ecologicamente selecionadas. Até o momento, 
não se conhece alguma característica de H.pulchellus que poderia estar associada a 
processos de seleção ecológica. Alguns estudos comprovaram mudanças no canto de 
anuncio em diferentes populações de regiões altas e baixas dentro do Pampa Argentino 
(Baraquet et al., 2007), mas seria necessário um estudo mais amplo, com mais 
indivíduos analisados e em localidades onde há indício de grande divergência entre 
localidade próximas. As espécies do grupo Hypsiboas pulchellus, o qual pertence a 
espécie H.pulchellus, são consideradas por apresentar diversidade críptica, e o canto de 
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anúncio parece ser uma característica importante para distinguir espécies muito 
semelhantes geneticamente e morfologicamente (Köhler et al 2010). 
A hipótese dos refúgios evanescentes (em inglês “the vanishing refuge”) 
proposta por Vanzolini e Williams (1981) poderia de alguma forma ser instrutiva para 
pensar na diversificação de Hypsiboas pulchellus. Segundo os autores, os refúgios não 
seriam apenas manchas de florestas, mas sim, locais onde o clima teria sido adequado a 
permanência de populações viáveis de uma espécie pré-adaptada a certo tipo de clima. 
Os autores sugerem que algumas espécies possuem diferenças ecológicas ao longo de 
sua distribuição, como por exemplo, uma espécie que é conhecida por habitar interior de 
floresta mas que possui algumas populações que vivem em um ecótono de floresta e 
campo. Vanzolini e Williams utilizaram espécies de lagartos de hábitos florestais da 
Amazônia como modelo para sua hipótese. Segundo os autores, ao longo da distribuição 
de uma espécie de lagarto algumas populações seriam capazes de habitar bordas de 
floresta ou clareiras e com isso seriam pré-adaptadas a um clima distinto daquele de 
interior de floresta. Assim, durante eventos glaciais essas populações pré-adaptadas a 
climas de ambientes de borda ou clareiras permaneceriam em áreas antes cobertas por 
floresta e então sofreriam algum tipo de adaptação ecológica a ambientes de áreas 
abertas diferenciando-se das populações que permaneceram isoladas nos refúgios de 
floresta. Não sendo um caso absolutamente comparável, essa hipótese serve de 
inspiração para pensar especulativamente na possibilidade da real divergência ecológica 
(e não só ao nível do nicho bioclimático) entre populações de H. pulchellus de regiões 
elevadas da Mata Atlântica, próximas ao ecótono entre floresta e área aberta, e 
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Hypsiboas pulchellus CFBH 29864 Água Doce SC Brasil -26.59832 -51.7106 AD L1 h16 h9 
Hypsiboas pulchellus CFBH 29863 Água Doce SC Brasil -26.59832 -51.7106 AD L1 h17 xxx 
Hypsiboas pulchellus CFBH 29862 Água Doce SC Brasil -26.59832 -51.7106 AD L1 h5 h9 
Hypsiboas pulchellus CFBH 29861 Água Doce SC Brasil -26.59832 -51.7106 AD L1 h7 xxx 
Hypsiboas pulchellus CFBH 29958 Carazinho SC Brasil -28.28684 -52.8261 CZ L2 h24 h12 
Hypsiboas pulchellus CFBH 29957 Carazinho SC Brasil -28.28684 -52.8261 CZ L2 h25 h14 
Hypsiboas pulchellus LFU 0176 Bom Jardim da Serra SC Brasil -28.44631 -49.6061 BJ L3 h22 h13 
Hypsiboas pulchellus LFU 0177 Bom Jardim da Serra SC Brasil -28.44631 -49.6061 BJ L3 h23 h13 
Hypsiboas pulchellus LFU 0178 Bom Jardim da Serra SC Brasil -28.44631 -49.6061 BJ L3 h22 h13 
Hypsiboas pulchellus LFU 0179 Bom Jardim da Serra SC Brasil -28.44631 -49.6061 BJ L3 h22 h13 
Hypsiboas pulchellus LFU 0180 Bom Jardim da Serra SC Brasil -28.44631 -49.6061 BJ L3 h22 h13 
Hypsiboas pulchellus LFU 0170 Laguna SC Brasil -28.57121 -48.8824 LG L4 h28 h15 
Hypsiboas pulchellus LFU 0171 Laguna SC Brasil -28.57121 -48.8824 LG L4 h28 h12 
Hypsiboas pulchellus LFU 0172 Laguna SC Brasil -28.57121 -48.8824 LG L4 h29 h7 
Hypsiboas pulchellus LFU 0173 Laguna SC Brasil -28.57121 -48.8824 LG L4 h28 xxx 
Hypsiboas pulchellus LFU 0174 Laguna SC Brasil -28.57121 -48.8824 LG L4 h28 h16,h17 
Hypsiboas pulchellus LFU 0175 Laguna SC Brasil -28.57121 -48.8824 LG L4 h28 h15 
Hypsiboas pulchellus CFBH 20121 Nova Roma do Sul RS Brasil -28.9908 -51.4078 NR L5 h25 h14 
Hypsiboas pulchellus CFBH 8503 São Francisco de Paula RS Brasil -29.4467 -50.5801 SX L6 h39 xxx 
Hypsiboas pulchellus CFBH 8521 São Francisco de Paula RS Brasil -29.4467 -50.5801 SX L6 h40 xxx 
Hypsiboas pulchellus CFBH 8522 São Francisco de Paula RS Brasil -29.4467 -50.5801 SX L6 h40 xxx 
Hypsiboas pulchellus CFBH 8523 São Francisco de Paula RS Brasil -29.4467 -50.5801 SX L6 h41 xxx 
Hypsiboas pulchellus CFBH 8524 São Francisco de Paula RS Brasil -29.4467 -50.5801 SX L6 h39 h9 
Hypsiboas pulchellus CFBH 29937 Santa Maria RS Brasil -29.7261 -53.5924 SM L7 h44 h19 
Hypsiboas pulchellus CFBH 29945 Santa Maria RS Brasil -29.7261 -53.5924 SM L7 h45 h2 
Hypsiboas pulchellus CFBH 29942 Santa Maria RS Brasil -29.7261 -53.5924 SM L7 h4 xxx 
Hypsiboas pulchellus CFBH 29936 Santa Maria RS Brasil -29.7261 -53.5924 SM L7 h46 h2 
Hypsiboas pulchellus CFBH 29938 Santa Maria RS Brasil -29.7261 -53.5924 SM L7 h45 xxx 
Hypsiboas pulchellus CFBH 29949 Santa Cruz do Sul RS Brasil -29.78657 -52.4104 SC L8 xxx h5 
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Hypsiboas pulchellus CFBH 29947 Santa Cruz do Sul RS Brasil -29.78657 -52.4104 SC L8 h42 h5 
Hypsiboas pulchellus CFBH 29954 Santa Cruz do Sul RS Brasil -29.78657 -52.4104 SC L8 h5 h2,h5 
Hypsiboas pulchellus CFBH 29955 Santa Cruz do Sul RS Brasil -29.78657 -52.4104 SC L8 h43 h5 
Hypsiboas pulchellus CFBH 29950 Santa Cruz do Sul RS Brasil -29.78657 -52.4104 SC L8 h43 xxx 
Hypsiboas pulchellus CFBH 29962 São Borja RS Brasil -28.59926 -55.9596 SB L9 h36 xxx 
Hypsiboas pulchellus CFBH 29963 São Borja RS Brasil -28.59926 -55.9596 SB L9 h4 h7 
Hypsiboas pulchellus CFBH 29968 São Borja RS Brasil -28.59926 -55.9596 SB L9 h37 h7 
Hypsiboas pulchellus CFBH 29969 São Borja RS Brasil -28.59926 -55.9596 SB L9 h37 h18 
Hypsiboas pulchellus CFBH 29967 São Borja RS Brasil -28.59926 -55.9596 SB L9 h38 xxx 
Hypsiboas pulchellus JF 2067 General Lavalle Corrientes Argentina -28.9612 -58.7784 CO L10 h5 h1 
Hypsiboas pulchellus JF 2068 General Lavalle Corrientes Argentina -28.9612 -58.7784 CO L10 h6 h1 
Hypsiboas pulchellus CFBH 29924 Alegrete RS Brasil -29.81016 -55.762 AL L11 h18 h5 
Hypsiboas pulchellus CFBH 29930 Alegrete RS Brasil -29.81016 -55.762 AL L11 h19 h2 
Hypsiboas pulchellus CFBH 29935 Alegrete RS Brasil -29.81016 -55.762 AL L11 h5 h2,h5 
Hypsiboas pulchellus CFBH 29929 Alegrete RS Brasil -29.81016 -55.762 AL L11 h5 h10,h11 
Hypsiboas pulchellus CFBH 29933 Alegrete RS Brasil -29.81016 -55.762 AL L11 h5 xxx 
Hypsiboas pulchellus CFBH 29873 Porto Alegre RS Brasil -30.15903 -51.1845 PA L12 h5 h12 
Hypsiboas pulchellus CFBH 29866 Porto Alegre RS Brasil -30.15903 -51.1845 PA L12 h5 xxx 
Hypsiboas pulchellus CFBH 29941 Porto Alegre RS Brasil -30.15903 -51.1845 PA L12 h30 xxx 
Hypsiboas pulchellus CFBH 29867 Porto Alegre RS Brasil -30.15903 -51.1845 PA L12 h5 h13 





Uruguai -30.43917 -56.8042 UY066 L13 h1 h13 
Hypsiboas pulchellus CFBH 29916 Santana do Livramento RS Brasil -30.85545 -55.5261 SL L14 h5 h5 
Hypsiboas pulchellus CFBH 29917 Santana do Livramento RS Brasil -30.85545 -55.5261 SL L14 h35 h5 
Hypsiboas pulchellus CFBH 29918 Santana do Livramento RS Brasil -30.85545 -55.5261 SL L14 h5 h5 
Hypsiboas pulchellus CFBH 29919 Santana do Livramento RS Brasil -30.85545 -55.5261 SL L14 h4 h5 
Hypsiboas pulchellus CFBH 29920 Santana do Livramento RS Brasil -30.85545 -55.5261 SL L14 h5 h5 
Hypsiboas pulchellus CFBH 29886 Arambaré RS Brasil -30.87456 -51.4903 AB L15 h20 h12 
Hypsiboas pulchellus CFBH 29878 Arambaré RS Brasil -30.87456 -51.4903 AB L15 h5 xxx 
Hypsiboas pulchellus CFBH 29887 Arambaré RS Brasil -30.87456 -51.4903 AB L15 h21 h13 
Hypsiboas pulchellus CFBH 29885 Arambaré RS Brasil -30.87456 -51.4903 AB L15 h4 xxx 
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Hypsiboas pulchellus CFBH 29883 Arambaré RS Brasil -30.87456 -51.4903 AB L15 h4 h13 
Hypsiboas pulchellus JF 2676 Helvecia Santa Fe Argentina -31.04882 -60.0887 SF L16 h11 h7 
Hypsiboas pulchellus 
MACN 
45120 Helvecia Santa Fe Argentina -31.04882 -60.0887 SF L16 h12 h8 
Hypsiboas pulchellus 
MACN 
45121 Helvecia Santa Fe Argentina -31.04882 -60.0887 SF L16 h11 h1 
Hypsiboas pulchellus 
MACN 
45124 Helvecia Santa Fe Argentina -31.04882 -60.0887 SF L16 h13 xxx 
Hypsiboas pulchellus 
MACN 
45126 Helvecia Santa Fe Argentina -31.04882 -60.0887 SF L16 h14 h8 
Hypsiboas pulchellus 
MACN 





Uruguai -31.81444 -54.6692 UY064 L17 h49 h2 
Hypsiboas pulchellus JF 2578 Villaguay Entre Ríos Argentina -31.99469 -58.9771 ER L18 h7 h3 
Hypsiboas pulchellus JF 2610 Villaguay Entre Ríos Argentina -31.99469 -58.9771 ER L18 h8 h1,h4 
Hypsiboas pulchellus JF 2611 Villaguay Entre Ríos Argentina -31.99469 -58.9771 ER L18 h9 h2,h5 





Uruguai -32.44083 -53.6125 UY065 L19 h49 h2 
Hypsiboas pulchellus CFBH 29889 Rio Grande RS Brasil -32.15778 -52.1026 RG L20 h31 h5 
Hypsiboas pulchellus CFBH 29890 Rio Grande RS Brasil -32.15778 -52.1026 RG L20 h32 h13 
Hypsiboas pulchellus CFBH 29891 Rio Grande RS Brasil -32.15778 -52.1026 RG L20 h33 h13 
Hypsiboas pulchellus CFBH 29893 Rio Grande RS Brasil -32.15778 -52.1026 RG L20 h34 h13 
Hypsiboas pulchellus CFBH 29894 Rio Grande RS Brasil -32.15778 -52.1026 RG L20 h7 h13 
Hypsiboas pulchellus CFBH 29905 Jaguarão RS Brasil -32.45799 -53.2782 JG L21 h26 h13 
Hypsiboas pulchellus CFBH 29907 Jaguarão RS Brasil -32.45799 -53.2782 JG L21 h4 h13 
Hypsiboas pulchellus CFBH 29908 Jaguarão RS Brasil -32.45799 -53.2782 JG L21 h27 h2,h5 
Hypsiboas pulchellus CFBH 29909 Jaguarão RS Brasil -32.45799 -53.2782 JG L21 h20 xxx 
Hypsiboas pulchellus CFBH 29910 Jaguarão RS Brasil -32.45799 -53.2782 JG L21 h4 h2 
Hypsiboas pulchellus CFBH 14049 Praia do Cassino  RS Brasil -33.5338 -53.3496 CS L22 h25 h5 
Hypsiboas pulchellus CFBH 14049 Praia do Cassino  RS Brasil -33.5338 -53.3496 CS L22 h25 h5 
Hypsiboas pulchellus CFBH 14051 Praia do Cassino  RS Brasil -33.5338 -53.3496 CS L22 h25 h2 
Hypsiboas pulchellus JF 505 Escobar 
Buenos 
Aires Argentina -34.32093 -58.7516 ES L23 h1 h1 
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Hypsiboas pulchellus JF 1854 Escobar 
Buenos 
Aires Argentina -34.32093 -58.7516 ES L23 h2 xxx 
Hypsiboas pulchellus RML 1341 
  
Uruguai -34.79917 -55.3747 UY062 L24 h47 xxx 
Hypsiboas pulchellus RML 1345 
  
Uruguai -34.79917 -55.3747 UY063 L24 h48 h5 
Hypsiboas pulchellus JF 2023 Pinamar 
Buenos 
Aires Argentina -37.15798 -56.898 PM L25 h3 h2 
Hypsiboas pulchellus JF 2024 Pinamar 
Buenos 
Aires Argentina -37.15798 -56.898 PM L25 h4 h2 
Hypsiboas pulchellus JF 2025 Pinamar 
Buenos 
Aires Argentina -37.15798 -56.898 PM L25 h5 h2 
Hypsiboas pulchellus JF 2026 Pinamar 
Buenos 
Aires Argentina -37.15798 -56.898 PM L25 h4 xxx 


























AD CZ BJ LG SX SM SC SB CO AL PA UY SL AB SF ER RG JG CS ES 
AD 
                    
CZ 0.30349 
                   
BJ 0.73125 0.61298 
                  
LG 0.67622 0.54257 0.9363 
                 
SX 0.44758 0.05213 0.58752 0.52983 
                
SM 0.59277 0.45183 0.88706 0.32013 0.46481 
               
SC 0.35486 0.20569 0.387 0.38976 0.35348 0.2536 
              
SB 0.58586 0.41795 0.85731 0.29884 0.44688 0.0719 0.27759 
             
CO 0.44961 0.06854 0.90595 0.41953 0.28705 0.08008 0.02021 0.08082 
            
AL 0.62212 0.49139 0.92045 0.39568 0.48156 0.08042 0.29928 0.1536 0.08035 
           
PA 0.64377 0.51637 0.94608 0.52224 0.4954 0.20103 0.31889 0.26933 0.20761 -0.05774 
          
UY 0.59796 0.24753 0.93714 0.88475 0.40204 0.79934 0.29724 0.73765 0.69997 0.8499 0.89126 
         
SL 0.64365 0.51633 0.94706 0.52212 0.49547 0.20132 0.32643 0.26956 0.2076 -0.05713 -0.11112 0.89121 
        
AB 0.62235 0.48498 0.92059 0.39683 0.4751 -0.00061 0.28401 0.12736 0.08112 -0.09412 -0.05747 0.84455 0.26956 
       
SF 0.68664 0.59208 0.84134 0.7832 0.5625 0.72198 0.439 0.6863 0.64683 0.75068 0.77619 0.09508 0.77615 0.74757 
      
ER 
-
0.19841 0.27875 0.71319 0.67704 0.43288 0.59442 0.33947 0.58181 0.45643 0.62887 0.65262 0.56465 0.65252 0.62646 0.66511 
     
RG 0.0502 0.6104 0.9377 0.91899 0.62804 0.88198 0.65613 0.86584 0.87255 0.90563 0.92239 0.90366 0.92235 0.90577 0.87129 0.05109 
    
JG 0.60338 0.46815 0.90456 0.36603 0.46457 0.07324 0.29196 0.11792 0.04159 0.08213 -0.0485 0.81974 -0.04911 -0.14308 0.73557 0.60778 0.8934 
   
CS 0.85718 0.25 0.9932 0.98194 0.61367 0.96425 0.81363 0.95076 0.96824 0.97736 0.98707 0.97682 0.98707 0.97716 0.94222 0.85107 0.96879 0.97046 
  
ES 0.49529 0.21018 0.90094 0.79706 0.36548 0.67333 0.15892 0.60194 0.47621 0.73969 0.79707 0.20285 0.79695 0.74018 0.02389 0.47872 0.86464 0.71002 0.96369 
 





AD CZ BJ LG NR SX SM SC SB CO AL PA UY66 SL AB SF UY64 ER UY65 RG JG CS ES UY63 
AD 
                        
CZ 0.71605 
                       
BJ 1 0.96562 
                      
LG 0.27706 0.02087 0.71528 
                     
NR 1 0.11111 1 0.03204 
                    
SX 0 0.59561 1 0.14178 1 
                   
SM 0.4791 0.29262 0.65888 0.23704 0.14553 0.33895 
                  
SC 0.98133 0.87999 0.99419 0.61282 0.95805 0.95385 0.27053 
                 
SB 0.59787 0.48288 0.38953 0.25006 0.45696 0.484 0.24297 0.75492 
                
CO 1 0.71617 1 0.2754 1 1 0.49 0.98316 0.56622 
               
AL 0.63473 0.4337 0.8982 0.38086 0.34661 0.55109 0.12336 0.11766 0.60242 0.67476 
              
PA 0.43432 0.13627 0.6875 -0.00193 0.22326 0.28508 0.21385 0.70447 0.12295 0.35595 0.46949 
             
UY66 1 0.90045 0 0.53515 1 1 0.3555 0.9884 
-
0.00274 1 0.80602 0.4 
            
SL 1 0.91957 1 0.6497 1 1 0.34228 0.02946 0.7901 1 0.19419 0.7465 1 
           
AB 0.64041 0.49095 0.31034 0.25459 0.48384 0.53674 0.25714 0.77465 
-
0.05199 0.60936 0.60959 0.04 
-
0.09091 0.80878 
          
SF 0.61636 0.5406 0.33898 0.31224 0.52832 0.52892 0.32464 0.763 
-
0.04853 0.56975 0.62861 0.1996 0.00015 0.79269 
-
0.01437 
         
UY64 1 0.80671 1 0.48731 1 1 
-
0.09091 0.76119 0.59553 1 
-
0.07218 0.53453 1 1 0.62974 0.64389 
        




0.07754 0.29655 0.21729 0.27419 0.06101 0.07612 0.3475 0.29371 0.20202 0.2685 -0.0234 
       
UY65 1 0.80671 1 0.48731 1 1 
-
0.09091 0.76119 0.59553 1 
-
0.07218 0.53453 1 1 0.62974 0.64389 0 -0.0234 
      




0.03734 0.08429 0.65225 0.29655 0.65225 
     
JG 0.48474 0.3145 0.46479 0.2164 0.21272 0.37112 
-
0.07101 0.41095 0.14451 0.48354 0.27457 0.13086 0.15108 0.46342 0.07888 0.18588 0.16956 
-
0.02622 0.16956 0.08998 
    
CS 0.96527 0.8404 0.98997 0.57469 0.9186 0.95385 0.18706 
-
0.02871 0.71377 0.9686 0.04555 0.65748 0.97675 0.31034 0.73535 0.72957 0.4 0.18097 0.4 0.72034 0.35206 
   
ES 1 0.59577 1 0.13983 1 1 0.35213 0.97896 0.44503 0 0.59956 0.19187 1 1 0.4982 0.47282 1 0.12259 1 0.63661 0.36969 0.95825 
  




0.31765 0.5721 1 
-
0.15708 0.49644 1 0 0.60576 0.62344 1 
-








  AD CZ BJ LG NR SX SM 
CZ 217,89 
      BJ 292,36 315,9 
     LG 355,08 387,35 72,15 
    NR 267,99 159,19 186,04 250,78 
   SX 335,97 254,19 146,3 191,87 95,09 
  SM 394,11 176,73 413,1 475,58 227,2 293,25 




SB CO AL PA UY66 SL AB SF UY64 ER UY65 RG JG CS ES UY63 
CO 277,95 
               AL 136,16 307,45 
              PA 494,62 747,16 443,04 
             UY66 220,55 252,01 122,36 540,97 
            SL 254,63 378,06 118,55 423,53 130,87 
           AB 500,71 734,57 427,12 84,88 511,12 385,63 
          SF 483,02 264,49 437,55 858,63 321,48 436,07 820,81 
         UY64 378,82 506,47 246,36 380,16 254,61 134,3 319,81 521,72 
        ER 476,37 338,22 391,68 770,34 269,76 351,47 721,81 149,04 407,58 
       UY65 483,22 627,97 357,35 343,28 376,18 253,04 266,14 632,24 121,59 507,62 
      RG 542,24 731,97 436,14 239,07 486,35 355,77 154,22 766,97 245,32 648,58 145,52 
     JG 500,57 654,53 377,98 324,25 403,23 277,83 244,46 663,34 149,41 539,08 31,46 115,54 
    CS 602,99 725,05 473,31 427,81 474,34 361,82 343,94 691,68 227,86 553,86 124,12 192,51 119,94 
   ES 689,81 596,65 575,83 849,46 469,27 490,18 781,31 385,18 472,04 259,81 521,45 664,07 549,27 506,53 
  UY63 692,39 725,02 556,57 649,19 503,5 439,24 568,1 606,73 338,68 457,7 309,19 422,75 325,07 233,73 314,1 









































Bio 15 – Sazonalidade da precipitação 
 
 
 
